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La communication cellulaire est un phénomène important pour le maintien de 
l’homéostasie des cellules. Au court des dernières années, cette sphère de recherche sur la 
signalisation cellulaire a connue des avancées importantes au niveau de l’identification des 
acteurs principaux impliqués dans la reconnaissance extracellulaire des signaux, ainsi que 
la compréhension des voies de signalisation engagées par les cellules pour répondre aux 
facteurs extracellulaires. Malgré ces nouvelles informations, les diverses interrelations 
moléculaires entre les acteurs ainsi que les voies de signalisation cellulaire, demeurent mal 
comprises.  
Le transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) permet la mesure 
d’interactions protéiques et peut être utilisé dans deux configurations, le BRET480-YFP 
(connu aussi comme le BRET1) et le BRET400-GFP (connu aussi en tant que BRET2). Suite à 
l’oxydation de son substrat, la luciférase de renilla peut transférer son énergie à une 
protéine fluorescente, uniquement si elles sont à proximité l’une de l’autre (≤100Å). La 
combinaison dans un seul essai des BRET480-YFP  et BRET400-GFP, a permis de suivre trois 
paires d’interactions, sur une même population cellulaire. Par contre, l’utilisation de deux 
substrats pour la réaction de bioluminescence rend impossible la mesure simultanée des 
différents signaux de BRET, pour ce trois nouvelles configurations de BRET ont été mises 
au point en utilisant des nouvelles protéines fluorescentes. Ainsi deux des nouvelles 
couleurs de BRET ayant des émissions résolues, le BRET400-BFP et le BRET400mAmetrine ont 
pu être combinées pour mesurer l’engagement par un RCPG d’une protéine G, ainsi que 
l’accumulation du second messager.   
 La combinaison de ces BRET a également permis de révéler la formation d’un 
complexe entre le récepteur α2A adrénergique (α2AAR), Gαi1, le dimère Gβγ ainsi que la 
kinase des récepteurs couplés aux protéines G (GRK2), suite à l’activation du récepteur. De 
plus, seule l’entrée de GRK2 semble être en mesure de causer la désensibilisation du 
α2AAR, en s’intercalant entre Gαi1 et Gβγ. Par contre, la stabilisation de l’interaction entre 




 Une autre étude a révélé l’importance de différentes Gα pour la mobilisation du 
calcium, suite à l’activation du récepteur aux opioïdes de type delta (DOR). Suite à la 
surexpression de Gα de la famille Gαq, il a été possible de mesurer une influence de ces Gα 
sur la mobilisation du calcium. Toutefois, cette réponse calcique mesurée en présence des 
Gαq demeure sensible aux prétraitements à la toxine de Bordetella pertussis, qui inhibe 
sélectivement l’activité des Gαi. De plus, la co-expression de Gαi et Gαq permet de 
potentialiser la mobilisation de calcium, démontrant une interrelation entre ces deux 
familles de protéine Gα, pour la signalisation du DOR. Afin de démontrer l’interrelation 
directe, des expériences de BRET ont été réalisées entre différentes Gα. En plus de montrer 
la formation de complexes sélectifs entre les Gα, les expériences de BRET réalisées en 
parallèle d’analyses de séquences de Gα, ont également mis à jour un site de sélectivité 
d’interaction entre les Gα, l’hélice α4. Suite à la transposition de cette hélice α4 de Gα12 
sur Gαi1, qui normalement n’interagissent pas, il a été possible de forcer l’interaction entre 
Gα12 et Gαi1, confirmant ainsi que cette hélice α contient  l’information permettant une 
sélectivité d’interaction.  
 Au cours de cette thèse, il a été possible de générer de nouvelles méthodes de 
mesure d’interactions protéiques qui permettent de multiplexer différents signaux, ce qui a 
permis de mettre à jour de nouvelles interactions entre divers effecteurs de la signalisation 
de RCGP.  
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des récepteurs couplés aux protéines G (GRK), β-arrestin, transfert d’énergie de résonance 
de bioluminescence (BRET), transfert d’énergie de résonance de fluorescence (FRET), 
obelin, mobilisation du calcium, multiplexage, luciférase, protéine fluorescence (FP), 





Cellular communication is an important phenomenon for the maintenance of 
cellular homeostasis. Recently, important progress has been made in the cell signalling 
research field concerning the identification of the major actors and the cellular pathways 
engaged in response to these extracellular factors. However, in spite of this new 
information, the interrelationships at the molecular level between the various cellular actors 
and the different signalling pathways remain badly understood.  
Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) monitors interactions between 
proteins and can be used in two configurations, the BRET480-YFP (also known as BRET1) 
and the BRET400-GFP (also known as BRET2). Following oxidation of its substrate, renilla 
luciferase transfers its energy to a fluorescent protein, only if they are in close proximity 
(≤100Å). By combining the BRET480-YFP and BRET400-GFP in one assay, it is possible to 
follow three pair-wise interactions in the same cellular population. However, using two 
bioluminescence reaction substrates limits the possibility of measuring the different BRET 
signals simultaneously. In order to measure multiple BRET signals simultaneously, three 
new BRET configurations, based on the BRET400-GFP, were developed using fluorescent 
proteins with different emission wavelengths. Two of the new BRET colors which have 
resolved emission wavelengths, the BRET400-BFP and BRET400mAmetrine, were combined for 
measuring the heterotrimeric G protein engagement by the vasopressin V2 receptor, as well 
as the accumulation of the second messenger. 
Combining these new BRET techniques reveals for the first time the formation of a 
complex between the α2A adrenergic receptor (α2AAR), Gαi1, the Gβγ dimer and G protein-
receptor kinase (GRK2) following receptor activation. Moreover, only the entry of GRK2 
into the receptor complex is required for the α2AAR desensitization, by inserting between 
Gαi1 and Gβγ. On the other hand, the stabilization of the interaction between α2AAR and β-
arrestin2 requires the kinase activity of GRK2. 
Another study revealed the importance of multiple Gα subunits for calcium 




member overexpression altered the DOR-induced calcium mobilization, but this Gαq 
calcium mobilization remained sensitive to pre-treatement pertussis toxin, through selective 
inhibition of the activity of Gαi members. Moreover, Gαi and Gαq co-expression 
potentiated calcium mobilization, suggesting an interrelationship between these two Gα 
families in DOR signaling. This Gαi and Gαq interrelationship could result from the 
formation of a complex close to the receptor. In order to test this hypothesis, BRET 
experiments were performed, with the aim of measuring the presence of complexes 
between different Gα. In addition to demonstrating complex formation between Gα 
subunits, the BRET experiments in parallel with sequence analysis, also revealed a 
selective interaction site between the Gα, the α4 helix. By swapping the a4 helix of Gαi 
with the α4 helix of Gα12, which doesn’t normally interact with Gα12, it was possible to 
force the interaction between Gα12 and Gαi to confirm that this α helix contains 
information concerning the selectivity of interactions between Gα subunits. 
During this thesis, new methods were to detect protein interactions and multiplexing 
these methods allowed the detection of novel interactions between signalling effectors of 
GPCRs. 
 
Keywords : G protein coupled receptor (GPCR), Heterotrimeric G protein, G protein 
coupled receptor kinase (GRK), β-arresitn, bioluminescence resonance energy transfer 
(BRET), fluorescence resonance energy transfer (FRET), obelin, calcium mobilization, 
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La communication cellulaire est un aspect primordial de la cohésion et du maintien de 
l’homéostasie des organismes pluricellulaires. Ce processus touche à toutes les étapes de la vie 
d’une cellule allant des fonctions cellulaires de base, du contrôle de la survie cellulaire, du 
développement et de la différenciation des tissus jusqu’à l’adaptation de l’organisme à son 
environnement. Pour ce faire, l’organisme produit un cocktail de molécules chimiques (molécules 
messagères) qui provoquent une modulation de l’activité cellulaire de façon autocrine (même tissus) 
ou paracrine (sur un tissu différent) (Lodish et al., 1995). Afin de permettre la reconnaissance de 
ces molécules messagères, une grande variété de protéines à activité réceptorielle, dites récepteurs, 
est produite par chacune des cellules. Il existe une grande panoplie de récepteurs moléculaires 
répartis du noyau jusqu’à la membrane plasmique, qui possèdent tous des fonctions distinctes. Au 
niveau de la membrane plasmique, on retrouve plusieurs grandes familles de récepteurs : comme 
par exemple les récepteurs-canaux pour lesquels la liaison des molécules messagères  contrôle 
l’ouverture de pores, permettent le passage de certains ions à travers la membrane plasmique qui 
leur est normalement imperméable. Une deuxième famille de récepteurs membranaires est 
composée par les récepteurs à activité kinase (PDGFR, EGFR, TGFR, …) qui ont la particularité de 
s’auto-phosphoryler ou couplé à des protéines kinases (TNFR, CD40R, TLR, IFNR, …) qui 
engendre différentes cascades de signalisation impliquant d’autres protéines de 
phosphorylations/déphosphorylations qui abouti à la migration, prolifération ainsi qu’à la 
différenciation cellulaire. Finalement, une autre grande famille de récepteurs est composée des 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) qui ont la particularité d’engendrer une réponse 
cellulaire via l’activation de protéines à activité GTPasique. L’une des principales caractéristiques 
de ce type de signalisation est la complexité ainsi que la grande variété de voies cellulaires utilisées 
par ces récepteurs afin d’engendrer les réponses appropriées. Afin d’optimiser ces processus, les 
RCPG vont s’assembler en unité de signalisation permettant ainsi cette multitude de réponses 
cellulaires. De plus, ces unités de signalisation vont moduler la nature, l’amplification ainsi que la 




Famille des récepteurs couplés aux protéines G 
Généralités  
 Avec plus de 800 gènes codant pour des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) dans 
le génome humain, les RCPG représentent l’une des plus grandes familles impliquées dans 
la transduction des signaux extracellulaires vers l’intérieur de la cellule. De plus, cette 
famille de récepteurs, avec environ 1 à 5 % des protéines membranaires totales selon le 
type cellulaire et plus de 3% (environ 800 gènes sur 25 000 gènes connus) des gènes du 
génome des mammifères, représente un champ d’étude important dans la compréhension du 
fonctionnement cellulaire (Hermans, 2003). Au niveau pharmaceutique, environ 50% des 
médicaments actuels ont pour cible un RCPG, ce qui fait de l’étude des mécanismes de 
régulation de l’activité de ces récepteurs, une sphère importante dans le développement de 
nouveaux agents thérapeutiques. À un niveau plus fondamental, les RCPG ont été retrouvé 
dans plusieurs génomes d’êtres vivants éloignés dans l’évolution, tels les plantes, les 
levures, les nématodes, les insectes et les vertébrés, en plus d’être également présents chez 
certains agents pathogènes tels les virus (Perez, 2005; Smit et al., 2003). De par leur 
fonction de récepteurs moléculaires, les RCPG peuvent engendrer une signalisation 
cellulaire complexe suite à leur activation par une large variété de ligands différents, allant 
du simple photon, aux ions, aux petites molécules, aux peptides ainsi qu’aux protéines de 
poids moléculaire plus élevé.  
 
Les RCPG se divisent en plusieurs grandes sous familles de récepteurs, dont trois 
principales qui regroupent la majorité des récepteurs; la famille 1 regroupe la rhodopsine, 
les récepteurs olfactifs et les récepteurs des amines biogènes (Hermans, 2003). Cette classe 
est caractérisée par la présence de plusieurs acides aminés conservés représentés en rouge 
sur la Figure 1. La majorité des membres de cette famille possèdent un résidu cystéine 
palmytoylé dans la queue C-terminale (Ellis, 2004). De plus, la présence d’un pont 




particularité des récepteurs de la famille 1 est la présence d’un motif E/DRY dans la 
seconde boucle intracellulaire. Basé sur la structure de la Rhodopsine à l’état inactif, le 
motif E/DRY a été proposé comme étant important pour le maintient du récepteur dans sa 
conformation inactive. Par ailleurs, des mutations réalisées dans ce motif E/DRY rendent 
les récepteurs de la famille 1 constitutivement actifs (Rovati et al., 2007). La famille 2 
regroupe des récepteurs de peptides tels le glucagon, la sécrétine et le PACAP (pituitary 
adenylate cyclase-activating polypeptide). Les membres de cette classe possèdent un long 
domaine N-terminal qui contient une série de résidus cystéines impliquées dans un réseau 
de ponts disulfures. La morphologie de ces récepteurs est similaire à celle de la famille 1 
sans toutefois avoir de résidus conservés caractéristique de la famille dans la portion 
transmembranaire  ni de cystéines palmitoylées (Ellis, 2004). Finalement, la famille 3 est 
principalement composée des récepteurs métabotropiques du glutamate et du GABA, des 
neurotransmetteurs activateurs et inhibiteurs respectivement du système nerveux, ainsi que 
des récepteurs responsables du goût. Les récepteurs de cette famille sont caractérisés par un 
long domaine N-terminal ainsi qu’un long domaine C-terminal. Ces membres possèdent 
également une boucle i3 courte et hautement conservée (Ellis, 2004). Des données récentes 






Figure 1: Représentation des trois principales sous famille de RCPG 




Les RCPG sont des protéines caractérisées par une seule chaîne polypeptidique à sept 
passages transmembranaires (aussi appelée heptahélice) ce qui génère la présence de trois 
boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires. Les sept passages 
transmembranaires sont composés principalement d’acides aminés hydrophobes qui 
adoptent une structure secondaire en hélice alpha. De par sa topologie, les RCPG présentent 
leurs domaines N-terminaux du côté extracellulaire qui est généralement glycolysé. Ce 




des différents ligands. Par opposition, son exposition au milieu cytoplasmique fait du 
domaine C-terminal une cible idéale pour plusieurs modifications post-traductionnelles 
telles que la phosphorylation, la palmitoylation et autres modifications servant à la 
régulation étroite de l’activité des RCPG (Lefkowitz, 2004). La phosphorylation des 
récepteurs par certaines kinases est responsable de la terminaison de la signalisation, cette 
modification post-traductionnelle sera traitée plus spécifiquement dans la section 
« Terminaison de la signalisation et désensibilisation ». 
 
 Figure 2: Structure des RCPG 
Vue dans le plan de la membrane (A) et du dessus (B) du récepteur Rhodopsine (PDB 1F88). Un dégradé de 
couleur est appliqué pour faire ressortir les sept hélices alpha des RCPG, passant du bleu pour l’hélice alpha 1 
(TM1), au rouge pour le TM7. 
 
 
En 2000, le groupe du Dr. Palczewski a mis à jour la structure tridimensionnelle d’un 
RCPG suite à la cristallisation du récepteur Rhodopsine et confirme la structure en forme 
de baril, prédite préalablement par des études sur la bactériorhodopsine (voir Figure 2, page 




les structures des récepteurs β1-, β2- adrénergiques, adénosine 2A ainsi que celle du 
récepteur de l’opsine ont également été résolues. Pour des raisons techniques, il a fallu 
attendre plusieurs années avant que ces autres RCPG soient à leur tour cristallisés et 
puissent confirmer les observations réalisées sur la Rhodopsine (voir Tableau I, page 6). 
Malgré les modifications permettant de stabiliser la structure imposées aux derniers 
récepteurs cristallographiés, les structures obtenues sont remarquablement similaires et 
certains résidus clés dans la fonction sont retrouvés aux mêmes positions (Mustafi et 
Palczewski, 2009). D’autre part, le récepteur de l’opsine a également été cristallographié en 
présence des cinq derniers acides aminés de la sous-unité Gα t, responsables de la 
sélectivité d’activation des RCPG (Scheerer et al., 2008).  
 
Tableau I : Différents RCPG cristallographiés 
Protéines Code PDB Espèce année 
Rhodopsine 1F88 Bos taurus 2000 
β-2 adrénergique 2RH1 Homo sapiens 2007 
Rhodopsine 2Z73 Todarodes pacificus 2007 
Opsine 3CAP Bos taurus 2008 
opsine + C-ter Gαt 3DQB Bos taurus 2008 
Adenosine-2A  3EML Homo sapiens 2008 




Les RCPG sont des protéines importantes impliquées dans plusieurs processus 
physiologiques, notamment la réponse aux hormones et aux neurotransmetteurs, qui sont 
responsables de la transmission de l’information d’un tissu à l’autre au sein des organismes 
supérieurs. De plus, certains RCPG sont directement impliqués dans l’analyse de 
l’environnement et permettent l’adaptation de l’organisme face à certains stimuli en étant 




base plus moléculaire, les ARNm des RCPG sont traduits en protéines, qui sont par la suite 
menées au réticulum endoplasmique pour subir une série de modifications post-
traductionnelles (glycosylation et palmitoylation) permettant leur maturation et 
l’acheminement final vers la membrane plasmique (Qanbar et Bouvier, 2003).  
 
 
Figure 3: Voies de signalisation classiques 
L’activation des RCPG (en bleu) par différents types de ligands, induit l’activation d’une protéine G 
hétérotrimérique (Gα en brun, Gβ en gris et Gγ en rouge). Une fois activée, la protéine G (via Gα ou le dimère 
Gβγ) va stimuler différents types d’effecteurs (en vert), qui vont produire des seconds messagers 
intracellulaires responsables de la réponse globale des cellules.  
 
 
En plus d’être les capteurs des molécules messagères extracellulaires, les RCPG jouent 
également un rôle important dans la nature ainsi que dans l’amplification de la réponse 
cellulaire aux différents stimuli. Suite à la fixation du ligand du côté extracellulaire, le 
récepteur va subir un changement de conformation qui engagera un cycle d’échange d’une 
guanine diphosphate (GDP) pour une guanine triphosphate (GTP) au sein d’un complexe 





Une fois fixée par du GTP, la protéine G va à son tour pouvoir activer différents effecteurs 
et cette stimulation va prendre fin suite à l’hydrolyse du GTP en GDP par l’activité 
GTPasique que possède la protéine G. L’amplification du signal par les RCPG se fait en 
deux temps, soit en activant différentes protéines G ou en activant plusieurs fois la même 
protéine G. Suite au retour sous forme inactive liée au GDP, la protéine G peut être de 
nouveau activée par un récepteur. En plus du nombre de cycles d’activation/désactivation, 
le récepteur peut influencer la vitesse de l’activité GTPasique de la protéine G, ainsi que 
l’arrêt de la réponse. L’arrêt de cette signalisation fera le sujet d’une section ultérieure. Afin 
de permettre l’activation des différentes voies de signalisation, il est démontré que les 
RCPG peuvent activer plusieurs effecteurs différents, et selon le couplage aux protéines G 
hétérotrimériques, les récepteurs vont engendrer différentes voies de signalisation (voir 
Figure 3, page 7). La sélectivité des récepteurs sera discutée dans la partie « Interactions 
entre les RCPG et les protéines G ».  
 
Dimérisation des RCPG 
Suite à la découverte des RCPG, le paradigme de signalisation était de 1 :1 :1 :1, soit un 
ligand /récepteur qui active une protéine G, qui active un effecteur (Bourne et al., 1990). 
Avec les données expérimentales de l’époque, ce modèle permettait d’expliquer les 
observations faites sur les récepteurs connus, par contre aujourd’hui ce modèle ne peut pas 
expliquer la complexité de la signalisation engendrée par un seul récepteur.  
 
La présence d’interactions entre plusieurs récepteurs a été proposée pour la première fois 
dans le début des années 1980 par le groupe du Dr. McNeil, afin d’expliquer leurs résultats 
de micro-agrégation du récepteur du relâchement des gonadotropines (GnRH) suite à 
l’utilisation d’un anticorps bivalent en présence d’un agoniste dimérique. Ils ont observé 
que la présence de l’anticorps confère la capacité à l’agoniste dimérique de lier plusieurs 




années plus tard, de nouvelles preuves de la formation de dimères entre les RCPG sont 
apparues dans la littérature. Le groupe du Dr. Wess a démontré la présence d’interactions 
intermoléculaires entre les RCPG, via l’utilisation de différentes chimères entre les 
récepteurs adrénergique et muscarinique capables de former des complexes fonctionnels 
(Maggio et al., 1993). En parallèle, le groupe du Dr. Bouvier a démontré que la dissociation 
de dimère de récepteur β2-adrénergique détectée sur gel d’immunobuvardage suite à un 
traitement avec un peptide du domaine transmembranaire VI (Hebert et al., 1996) inhibait 
la capacité du récepteur à transmettre le signal. En 2003, une étude utilisant la microscopie 
à force atomique a clairement confirmé la possibilité d’interactions entre deux récepteurs, 
du moins pour le récepteur rhodopsine (Fotiadis et al., 2003). En parallèle, une multitude 
d’observation sur la présence d’interactions entre des récepteurs de même nature 
(homodimère) et de nature différente (hérétodimère) ont été publiées, utilisant différentes 
techniques basées sur le transfert d’énergie (FRET et BRET) (Angers et al., 2000; Overton 
et Blumer, 2000), ainsi que l’utilisation de ligands multivalents et de chimères de 
récepteurs. Voir le Tableau II pour des exemples typiques d’hétérodimères pour lesquels un 
rôle physiologique clair a été identifié. 
Tableau II: Exemples clés d'hétérodimères et leurs fonctions 
Hétérodimère Fonction Référence 
GBR1 + GRB2 Acheminement du récepteur GABAB à la 
surface 
(Kaupmann et al., 1998) 
β2AR+ M71 OR Acheminement du M71 OR à la surface (Hague et al., 2004) 
T1R2+T1R3 Perception du goût aigre (Nelson et al., 2001) 
T1R1+T1R3 Perception du goût des acides aminés L-
glutamate et L-aspartate 
(Nelson et al., 2002) 
AT1aR+B2R Hypertension/préclampsie (AbdAlla et al., 2000) 
MOP+DOP Augmente l'effet de la morphine (Gomes et al., 2000) 





Encore à ce jour, le rôle fonctionnel et physiologique de la formation de dimères de 
récepteurs demeure controversé. Par contre, certains modèles nécessitant la formation 
d’hétérodimères sont incontestables pour leurs fonctions, c’est le cas du récepteur 
métabotropique GABA (GABAB). Afin d’avoir un récepteur fonctionnel du GABA à la 
surface des cellules, l’association de deux protomères GBR1 et GBR2 est essentielle. 
GBR1 qui lie le ligand, est retenu dans le réticulum endoplasmique lorsqu’il est exprimé 
seul, alors que de son côté GBR2 est libre de transiter à la membrane plasmique 
(Kaupmann et al., 1998). De plus, il a été démontré que l’activation de la protéine G passe 
par GBR2 malgré le fait qu’il ne lie pas le GABA (Kuner et al., 1999). L’interaction de 
GBR1 et de GBR2 dans le réticulum endoplasmique favorise l’acheminement du dimère 
GBR1/GBR2 à la membrane plasmique, permettant ainsi la signalisation du récepteur du 
GABA par la transactivation entre GBR1 et GBR2.  
 
 
Figure 4: Schéma de dimérisation du récepteur GABAB 
Suite à leurs synthèses, les récepteurs GBR1 (orange) et GBR2 (vert) vont s’associer dans le réticulum 
endoplasmique puis être acheminé vers la membrane plasmique où GBR1 pourra fixer le GABA (bleu) et 
transactiver GBR2 pour activer la protéine G hétérotrimérique, qui diminuera la concentration d’AMPc en 
inhibant les adénylates cyclases. Seul GBR1 ne peut aller à la membrane plasmique, en revanche GBR2 peut 






Avec l’accumulation de preuves de la formation de dimères pour certains récepteurs, la 
question de la stœchiométrie d’interaction récepteur/protéine G, c’est-à-dire du nombre de 
sous-unités de protéines G en interaction et activées par un dimère de récepteur, demeure 
sans réponse. De plus, il n’est pas exclu d’avoir des cas de récepteurs monomériques 
fonctionnels à la membrane plasmique, en plus des récepteurs dimériques, pouvant donner 
des stœchiométries de couplage à la protéine G hétérotrimérique différentes. 
 
Famille des protéines G hétérotrimériques 
Généralités 
Les protéines G hétérotrimériques sont membres de la superfamille des GTPases, qui sont 
fondamentalement conservées des bactéries aux mammifères, et qui jouent divers rôles 
dans la régulation cellulaire (Hepler et Gilman, 1992). Plus spécifiquement, la protéine G 
hétérotrimérique permet la transmission de l’information des récepteurs vers les effecteurs 
intracellulaires. Comme son nom l’indique, la protéine G hétérotrimérique est composée de 
trois sous-unités différentes : Gα, Gβ et Gγ. Sous sa forme inactive, la sous-unité Gα est 
liée à un GDP. Suite à la liaison d’un agoniste, l’activité de facteur d’échange du guanosine 
(GEF) du récepteur est stimulée, ce qui lui permet de favoriser l’échange du GDP pour le 
GTP au niveau de la sous-unité Gα et ainsi la protéine G est alors activée (Hepler et 
Gilman, 1992). C’est uniquement lorsque liée au GTP que la protéine G peut 
inhiber/activer certains canaux ioniques ou activer différents effecteurs de la signalisation 
tels que l’adénylate cyclase, la phospholipase C et autres. Selon le modèle classique de 
l’activation de la protéine G hétérotrimérique par les RCPG, la dissociation entre la sous-






Les sous-unités Gα, qui varient entre 45-52 kDa,  possèdent un domaine hélice alpha et un 
domaine GTPasique similaire à la structure de p21ras (Gilman, 1987). Plus précisément, le 
domaine GTPasique est composé de cinq hélices alpha entourant six feuillets bêta 
standards, dont cinq parallèles et un antiparallèle (voir Figure 5, page 12). Le domaine 
hélice alpha possède une longue hélice alpha entourée par cinq hélices plus courtes et est lié 
au domaine GTPasique par deux segments, le premier composé des résidus 54 à 58 et le 
deuxième des résidus 173 à 179 (Raw et al., 1997). Ces deux segments lient une structure 
en fourche responsable de la liaison des nucléotides (GDP/GTP). Les changements 
conformationnels de cette structure en fourche favorisent le contact avec le dimère β/γ. 
 
Figure 5: Structure des sous-unités Gα 
Structure de la sous-unité Gαi, où les hélices alpha sont colorées en rouge, les feuillets bêta sont colorés en 
jaune et les jonctions non structurées sont colorées en vert. Le site de liaison du GDP/GTP est représenté en 





En dehors de certaines régions communes, les protéines Gα sont très divergentes et il est 
possible de les classer en quatre sous-types; Gαs, Gαi, Gαq et Gα12 (voir Tableau III, page 
16). La classe Gαs est composée de Gαs et Gαolf, identiques à près de 88% (Neves et al., 
2002). La sous-unité Gαs est exprimée dans la majorité des cellules, par contre l’expression 
de Gαolf est limitée à certains neurones. Toutes deux possèdent la capacité d’activer 
l’adélylate cyclase. L’activation de cette enzyme permet la conversion de l’ATP en AMPc, 
qui est un second messager important dans l’activation de la kinase PKA ainsi que dans 
l’activation de la protéine EPAC. Également, Gαs et Gαolf sont des substrats pour une 
ADP-ribosylation catalysée par une toxine de Vibrio cholera (CTX). Cette modification 
post-traductionnelle inhibe l’activité GTPasique de la protéine G, résultant en une protéine 
constitutivement active (Neves et al., 2002). En plus d’induire la production d’AMPc, Gαs 
interagit avec les kinases c-Src et Hck, protéines régulatrices importantes dans plusieurs 
voies de signalisation, dont la transactivation des récepteurs tyrosine kinase par les RCPG 
(Ma et al., 2000). La fixation de Gαs (sous format active chargée de GTP) à c-Src entraîne 
un changement structural au sein de cette kinase, favorisant ainsi son autophosphorylation 
et son activation. De plus, cette stimulation de c-Src est indépendante de l’action de Gαs 
sur l’adénylate cyclase (Ma et al., 2000). En plus d’interagir avec c-Src, Gαs peut 
également se fixer aux tubulines et promouvoir leurs activités GTPasiques (Sarma et al., 
2003). La tubuline est une GTPase importante pour l’assemblage dynamique des 
microtubules, l’une des composante du cytosquelette des cellules (Roychowdhury et 
Rasenick, 2008). Sous l’action des RCPG, les Gαs sont les seules sous-unités Gα capables 
d’internaliser et de permettre l’activation des tubulines dans le cytosol (Dave et al., 2009). 
 
La classe Gαi est composée de Gαi1, Gαi2, Gαi3, des deux isoformes rétiniennes Gαt1 et 
Gαt2, des isoformes du système nerveux central Gαo-A et Gαo-B, ainsi que Gαz 
principalement exprimé dans les plaquettes sanguine (Ho et Wong, 1998). Tous les 
membres de cette famille contiennent un résidu cystéine en C-terminal, sauf Gαz, sensible à 




modification covalente irréversible rend impossible la libération du GDP suite à la fixation 
d’un ligand sur un récepteur couplé à Gi. Le blocage des réponses cellulaires par la PTX a 
été un outil important pour l’étude de l’implication des protéines Gi dans les processus de 
signalisation cellulaire. Ainsi, il a été déterminé que la sous-unité Gαt active la GMPc 
phosphodiestérase de la rétine, un effecteur majeur dans la vision chez les vertébrés (Roof 
et al., 1985). Les membres de la sous-famille Gαi et Gαo sont impliqués dans l’inhibition 
de l’adénylate cyclase, dans la régulation de certains canaux ioniques et dans la régulation 
de la phospholipase C. Tout comme Gαs, Gαi1 (contrairement à Gαi2) est capable 
d’interagir avec la tubuline (Dave et al., 2009).  
 
Pour ce qui est de la sous-unité Gαz, comparativement aux autres membres de la famille 
Gαi, son expression est limitée à certains neurones et aux plaquettes et cette Gα n’est pas 
inhibée par la PTX. Par contre, Gαz semble avoir des actions identiques aux autres Gαi sur 
les différents effecteurs et être activée par les mêmes RCPG (Fields et Casey, 1997).  
La classe Gq contient cinq membres: Gα11, Gα14, Gα15/16 et Gαq. Les membres de cette 
classe ne sont pas des substrats pour la réaction d’ADP-ribosylation catalysée par la PTX et 
la CTX. Gαq est responsable de la régulation de la classe β des phospholipases de type C 
(PLC- β), qui est impliquée dans l’accumulation du diacylglycérol (DAG) et de l’inositol 
triphosphate (IP3) qui entraînent la libération des réserves de Ca2+. Gαq et Gα11 sont 
largement exprimés dans tous les tissus, contrairement aux autres membres de cette famille 
dont l’expression est plutôt restreinte à certains types cellulaires (Neves et al., 2002). De 
plus, Gαq semble être impliqué dans la régulation de certaines GTPases de type Rho, en 
activant par exemple p63RhoGEF (Lutz et al., 2005). 
 
Finalement, la dernière classe de sous-unités Gα est composée de Gα12 et Gα13. Malgré le 




sont pas clairement définies. L’expression et l’activation de Gα12 et Gα13 dans des 
cellules embryonnaires P19 en différenciation ont été observées en réponse à l’acide 
rétinoïque (Neves et al., 2002). Une des fonctions les plus connues pour cette famille de 
protéines G est leur implication dans l’activation de RhoA via l’interaction avec des 
protéines à activité échangeur de nucléotide (GEF). La première GEF rapportée comme 
interagissant avec Gα12 et Gα13 est p115RhoGEF (Kozasa et al., 1998). En plus d’activer 
RhoA, Gα12 et Gα13 sont impliqués dans la réorganisation du cytosquelette en permettant 
l’activation des cadhérines (Meigs et al., 2001). Gα12 est impliquée dans la translocation 
de la protéine phosphatase 5 (PP5) et est responsable également de l’activation de cette 
phosphatase par l’acide arachidonique (Yamaguchi et al., 2002). La stimulation des 
récepteurs couplés à Gα13 engage l’activation sélective de la protéine PKA sans l’élévation 
de la concentration d’AMPc. Gα13 en se fixant à l’AKAP110 permet le relâchement de la 
sous-unité catalytique de PKA du complexe AKAP110-PKA (Niu et al., 2001). En plus de 
ces exemples, des données récentes indiquent que Gα12 et Gα13 peuvent interagir avec de 
nouvelles protéines et influencer leurs fonctions, comme par exemple le transporteur Na/H 




Tableau III: Classification des sous-unités α de la protéine G 
 
Familles Sous-types  Effecteurs Expression 
Modulateurs 
Pharmacologiques 
Gs Gs(s) Adenylate cyclase Gs: ubiquitaire CTX 
 Gs(L) Canaux Maxi K  Golf: neurones  
 Gs(XL) Src tyrosine kinase   
 Golf Tubuline   
     
Gi Go1 Adenylate cyclase Go: neurone Go: PTX 
 Go2 Rap1GAPII Gi1-i3: ubiquitaire Gi: PTX 
 Gi1 ERK/MAPkinase 
Gz: neurones et 
plaquettes Gt: PTX, CTX 
 Gi2 Canaux K+  Gt1: cellules bâtonnets Ggust: PTX 
 Gi3 Canaux Ca2+ Gt2: cellules cônes  
 Gz Src tyrosine kinase 
Gust: cellules du goût 
aigre/doux  
 Gt1 Tubuline   
 Gt2 cGMP-PDE   
 Ggust    
     
Gq Gq Phospholipase C β Gq/11: ubiquitaire Gq/11: YM-254890 
 G11 p63-RhoGEF 
G15/16: cellules 
hématopoïétiques  
 G14 Bruton's tyrosine kinase   
 G15/16 Canaux K+    
     
G12/13 G12 E-cadhérine ubiquitaire  
 G13 p115RhoGEF   
  PDZ-RhoGEF   
  LARG   
  Protéine phosphatase 5 (PP5)   





Gβγ représente un complexe de deux sous-unités de la protéine G associées sous forme de 
dimère très stable qui est uniquement dissocié dans des conditions de dénaturation (Hamm 
et Gilchrist, 1996). L’association entre Gβγ est non-covalente et a lieu au niveau du cytosol, 
avant l’acheminement du complexe à la membrane plasmique (Hamm et Gilchrist, 1996).  
La sous-unité Gγ, une petite protéine de 9 kDa, est composée de deux hélices alpha, dont 
une hélice qui est impliquée dans l’interaction avec Gβ (voir Figure 6, page 17) (Clapham 
et Neer, 1997). Il existe 13 isoformes de Gγ qui ont une identité de séquence entre 27-75% 
(Hamm et Gilchrist, 1996) 
 
Figure 6: Structure du dimère Gβ/γ 





Chez l’humain, il existe cinq formes distinctes de sous-unités Gβ, Gβ1 à 5, qui présentent 
une grande similarité de séquence entre 50-83% (Hamm et Gilchrist, 1996). La sous-unité 
Gβ, une protéine d’environ 35 kDa, est constituée de deux régions structurales distinctes, 
un segment N-terminal d’environ 20 acides aminés en alpha hélice impliqué dans 
l’interaction avec la sous-unité Gγ (voir Figure 6, page 17) et le reste de la séquence 
impliqué dans la formation d’une structure particulière répétée 7 fois (Clapham et Neer, 
1997). Cette séquence répétée est appelée ‘WD-repeat’ et elle n’est pas unique à la sous-
unité Gβ. Plus d’une quarantaine de protéines possèdent un motif ‘WD-repeat’. Ces 
protéines sont impliquées dans plusieurs phénomènes cellulaires tels que la transduction 
des signaux, l’épissage des pré-ARNm, la régulation transcriptionnelle, l’assemblage du 
cytosquelette et le transport des vésicules (Tam et Saier, 1993). Le lien qui uni les membres 
de cette super famille est leur capacité à former des assemblages macromoléculaires. Par 
conséquent, cette propension à former des complexes protéiques s’avère être une part 
essentielle du fonctionnement des ces protéines à WD-repeat. La structure cristalline révèle 
que la sous-unité Gβ est principalement composée de feuillets-β arrangés en anneau, qui 
ressemble à une hélice de bateau. Chacun des ‘WD-repeat’ est formé de deux dimères de 
résidus Tryptophane-Aspartate (WD) et de Glycine-Histidine (GH) séparés par une région 
variable de 40 acides aminés (Tam et Saier, 1993). Cette forme en anneau expose deux 
surfaces distinctes (comme montré à la Figure 6, page 17). La fonction de ces surfaces n’est 
pas très bien caractérisée, mais il semblerait qu’elles soient impliquées dans des 
interactions protéine-protéine. À la Figure 7, une interaction entre la sous-unité Gα et l’une 





Figure 7: Structure de Gα et Gβγ 
En vert la sous-untié Gαi1, en cyan la sous-unité Gβ1 et en bleu la sous-unité Gγ. Image produite avec 
PyMOL avec le PDB : 1GP2 
 
 
L’implication de Gβγ dans la signalisation se fait à plusieurs niveaux en participant à 
l’activation des récepteurs, en influençant le cycle GTPasique de la sous-unité Gα ainsi 
qu’en permettant l’activation de certains effecteurs tels que certains canaux ioniques, la 
phosphatidyl-inositol 3'-kinase (PI3K), les PLC-β, les Src ainsi que l’activation des 
adénylates cyclases ACII, IV et l’inhibition des adénylates cyclases de type I 
(Schwindinger et Robishaw, 2001). De plus, le dimère participe directement à la 
désensibilisation des récepteurs en permettant le recrutement des kinases de la famille de 





Assemblage du dimère Gβγ 
Comme mentionné plus tôt, Gβ et Gγ forment un hétérodimère difficilement dissociable 
bien que non covalent (Hamm et Gilchrist, 1996). Cette interaction se fait via un 
enroulement des parties N-terminales de chacune des sous-unités (voir Figure 6, page 17). 
Contrairement à Gα et Gγ dont l’expression dans un système bactérien est possible, la sous-
unité Gβ requiert une maturation supplémentaire que les bactéries ne sont pas en mesure de 
produire (Mende et al., 1995). Des Gβ compétentes peuvent être synthétisées dans un 
système de réticulocyte de lapin pour former des interactions Gβγ, mais seulement 30 à 
50% des polypeptides synthétisés formeront des complexes. Ce faible pourcentage laisse 
croire que la synthèse de Gβ pourrait être régulée par des protéines chaperonnes (Mende et 
al., 1995). Des résultats non publiés montrent que suite à l’immunoprécipitation de hsp90 
(90 kDa heat shock protein), seule la forme non dimérique de Gβ est co-immunoprécipitée 
et non le complexe Gβγ. Cette observation suggère que la formation d’un dimère Gβγ 
fonctionnel nécessite une ou plusieurs protéines chaperonnes. 
 
Modifications lipidiques des protéines G 
Pour remplir leurs fonctions, les protéines G, synthétisées dans le cytosol, doivent subir une 
modification lipidique nécessaire à leur acheminement vers la membrane plasmique. Deux 
types de modifications lipidiques dans la portion N-terminale de la sous-unité Gα ont été 
décrites dans la littérature. Toutes les sous-unités Gα subissent une palmitoylation, mais les 
sous-unités αi, αo et αz sont également myristoylées. Les myristates, des chaînes d’acides 
gras de 14 carbones, sont ajoutés directement lors de la synthèse des Gα et leur liaison est 
irréversible, tandis que les palmitates, des chaînes d’acides gras de 16 carbones, sont 
ajoutés post-traductionnellement à la protéine et leur attachement est réversible (Evanko et 
al., 2000). Dans le cas du dimère Gβγ, les sous- unités Gγ1, γ9 et γ11 sont modifiées par un 




Gγ, un groupe geranylgeranyl, une chaîne d’acides gras de 20 carbones, est plutôt ajouté 
pour permettre leur acheminement à la membrane plasmique (Schwindinger et Robishaw, 
2001). La conséquence fonctionnelle de ces différentes modifications lipidiques sur les 
sous-unités Gγ n’est, à ce jour, pas complètement comprise (Takida et Wedegaertner, 
2003). La fixation irréversible des groupements prényles s’effectue sur un résidu cystéine 
du motif CAAX (où C est une cystéine, A est un acide aminé aliphatique et X peut être 
différents acides aminés) du coté C-terminal de la protéine (Gelb et al., 1998). La 
prénylation de la boite CAAX est bien connue et se produit par un mécanisme en trois 
étapes : Suite à l’ajout de groupement prényl, la partie AAX est protéolysée, puis le 
carboxylate terminal du résidu cystéine est méthylé (Clarke, 1992).   
 
Il a été démontré dans la littérature que Gβγ n’est pas ciblé efficacement vers la membrane 
plasmique lorsqu’exprimé transitoirement dans des cellules embryonnaires de rein humain 
(HEK293), mais qu’une co-expression avec Gα augmente le ciblage à la membrane 
plasmique (Evanko et al., 2001). Ceci laisse croire que l’information nécessaire à un bon 
acheminement de Gβγ n’est pas uniquement dictée par le dimère, mais que l’interaction 
avec Gα favorise ce ciblage. D’autres protéines prénylées, telles les petites GTPases de la 
super famille Ras, requièrent un second signal pour être dirigées vers la membrane 
plasmique. H-Ras et N-Ras possèdent un site de palmitoylation en amont du motif CAAX. 
K-Ras, quant à elle, possède une séquence de lysines polybasiques adjacentes au résidu 
cystéine prénylé (Clarke, 1992). La mutation de ce second signal retient ces protéines 
mutantes dans le réticulum endoplasmique. Contrairement aux petites GTPases, le dimère 
Gβγ ne possède ni cystéine palmytoylée ni séquence de lysines polybasiques lui permettant 
un ciblage approprié vers la membrane plasmique. Par conséquent, Gα jouerait le même 
rôle que le second signal pour les protéines Ras pour l’acheminement du dimère Gβγ à la 






Activation et désactivation de la protéine G 
Selon le modèle classique (voir Figure 8, page 23), l’activation du récepteur par son 
agoniste entraîne le recrutement de la protéine G hétérotrimérique et accélère l’échange du 
GDP en GTP au niveau de la sous-unité Gα. Cet échange GDP/GTP provoque une 
dissociation de l’hétérotrimère en Gα-GTP et Gβγ qui se détachent du récepteur. Chacune 
de leur côté, Gα et Gβγ ont la capacité de réguler l’activité de différents effecteurs soit 
indépendamment, en synergie ou de façon antagoniste (Gilman, 1987). Suite à l’hydrolyse 
du GTP en GDP par Gα, qui possède une activité GTPasique intrinsèque, le complexe 
Gαβγ se reforme et est prêt pour un autre cycle d’activation par les récepteurs (Gilman, 
1987). En plus des RCPG, il a été montré dans le cas des sous-unités de la famille Gαi que 
d’autres protéines sont en mesure d’activer la signalisation des protéines G sans 
l’intervention de récepteurs. Ces protéines sont nommées activateurs de la signalisation des 
protéines G hétérotrimériques (AGS) (Cismowski et al., 2001). Il existe trois classes 
d’AGS, la classe I qui agit comme les RCPG en activant l’échange GDP/GTP, la classe II 
qui stabilise la forme Gα/GDP et la classe III qui permet le relâchement du dimère Gβγ 
sans initier l’échange GDP/GTP (Lanier, 2004).  
L’activité GTPasique ainsi que la réassociation de Gα à Gβγ sont sujettes à plusieurs 
régulations par des protéines accessoires comprenant la famille des régulateurs de la 
signalisation des protéines G (RGS). Les RGS stimulent l’activité GTPasique de la protéine 
Gα, favorisant ainsi un retour rapide à l’état inactif (Koelle, 1997). Les Gβγ peuvent 
également subir une régulation par des protéines accessoires. Par exemple, la phosducin 





Figure 8: Cycle d'activation / désactivation de Gα 
La liaison du GDP/GTP permet de contrôler l’activité des protéines G et dans le cas des Gα, deux types de 
protéines peuvent permettre cet échange, soit les RCPG (en bleu) et les AGS (en mauve). Une fois liées au 
GTP, les Gα peuvent activer différents effecteurs. Afin de mettre fin à cette signalisation, certaines protéines 
GAP, les RGS (en orange), vont accélérer l’activité GTPase des Gα. Finalement, certaines protéines ont 
comme fonctions de garder les Gα en formes inactives liées au GDP, les AGS2/3 (en jaune).  
 
De nouveaux résultats remettent en doute le mécanisme classique d’activation de la 
protéine G par les RCPG. Chez la levure, la reproduction sexuée est régie par une 
signalisation passant par un récepteur de type RCPG. Sous la forme haploïde, la levure 
Saccharomyces cerevisiae exprime les gènes gpa1, ste4 et ste18 qui traduisent 
respectivement les protéines Gα, Gβ et Gγ (Klein et al., 2000). La fixation d’une 
phéromone sur son récepteur active la protéine G hétérotrimérique, provoquant ainsi la 
stimulation de la voie de signalisation responsable de l’accouplement via Gβγ (Klein et al., 
2000). Chez des levures haploïdes stériles n’exprimant pas le gène ste4 (Gβ), une protéine 




résultats ont démontré que l’expression de cette protéine de fusion active aussi bien la voie 
de l’accouplement que la co-expression des ces mêmes protéines non-fusionnées (Klein et 
al., 2000). Ces résultats indiquent que la dissociation de l’hétérotrimère de protéines G 
n’est pas essentielle pour leurs fonctions. Également, des travaux réalisés par le groupe du 
Dr. Lohse ont démontré, en utilisant la technique de transfert d’énergie de résonance de 
fluorescence (FRET) que la protéine G n’est pas dissociée suite à son activation. Selon la 
position du fluorophore sur la sous-unité Gβ, le transfert d’énergie du donneur fusionné à 
Gα vers l’accepteur fusionné à Gβ est augmenté ou diminué, démontrant la présence d’un 
changement de conformation plutôt qu’une dissociation au niveau du complexe Gαβγ 
(Bunemann et al., 2003). Contrairement au mécanisme classique d’activation de la protéine 
G, la dissociation de l’hétérotrimère en Gα-GTP et Gβγ ne semble pas être nécessaire à 
l’activation des voies de signalisation. 
Dans le laboratoire du Dr. Michel Bouvier, des résultats pointant vers les mêmes 
conclusions ont été obtenus lors d’études d’interactions protéine-protéine en temps réel. En 
utilisant la technique de transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET), qui 
sera décrite en détail ultérieurement, une interaction basale entre les RCPG et les protéines 
Gα, Gβ ou Gγ a été mesurée (Gales et al., 2005). Suite à l’activation du récepteur par son 
agoniste, une augmentation ou une diminution, selon le cas, très rapide du signal BRET a 
été observée. Ces résultats indiquent que les protéines G sont à proximité des RCPG et que 
la liaison d’un agoniste sur le récepteur produit un changement de conformation qui 
modifie cette proximité. Par conséquent, les RCPG ne recrutent pas tous les protéines G tel 
qu’établit par le modèle classique, il peut avec des cas où la protéine G serait pré-couplée et  
d’autre où la protéine G serait recrutée, et surtout la protéine G hétérotrimérique ne semble 
pas quitter le récepteur et ne semble pas se dissocier en Gα et dimère Gβγ suite à son 




Interactions entre les RCPG et les protéines G 
L’interaction entre les récepteurs et les différentes sous-unités de la protéine G est au cœur 
même de la spécificité d’activation des voies de signalisation. Par exemple, un récepteur 
qui possède la capacité de lier la sous-unité Gαq et de l’activer, est en mesure de mobiliser 
le calcium intracellulaire suite à son activation (Wess, 1998). Plusieurs méthodes ont été 
utilisées pour mesurer l’activation sélective des sous-unités de la protéine G par les RCPG 
dont : 1- La co-expression de RCPG avec les différentes sous-unités en cellules vivantes. 
Cette méthode permet de mesurer rapidement l’effet de la surexpression des sous-unités Gα 
sur les différents effecteurs, par contre comme les récepteurs ainsi que les protéines Gα sont 
surexprimés, ce n’est pas toutes les combinaisons fonctionnelles qui peuvent être retrouvées 
physiologiquement. Ce type d’expérience permet simplement d’identifier les couples 
possibles (Wess, 1998). 2- Les expériences de reconstitutions in vitro sont utilisées pour 
déterminer la sélectivité d’activation. Dans ce type d’expérience les récepteurs et les 
protéines Gα sont purifiées séparément, puis ils sont mis en contact de façon combinatoire. 
L’activation de la protéine Gα est directement mesurée par l’incorporation d’un analogue 
du GTP, le GTPgammaS (radioactif). Il est donc possible de mesurer l’efficacité 
d’activation des sous-unités de la protéine G directement, par contre comme les mesures 
sont effectuées in vitro, les différentes régulations cellulaires de l’activation d’un RCPG 
sont perdues (Wess, 1998). 3- L’immuno-neutralisation peut également permettre de 
déterminer le type de protéines Gα engagées par un RCPG. Dans ce type d’expérience, un 
anticorps dirigé contre la portion C-terminale des protéines Gα, préalablement démontrée 
comme importante dans la sélectivité d’activation des protéines Gα, est introduit dans les 
cellules ou extraits cellulaires, pour bloquer sélectivement Gαs, Gαq, et Gαi. L’interaction 
de l’anticorps sur les protéines G bloque le domaine C-terminal des Gα ce qui inhibe 
l’activation de ces protéines Gα par les récepteurs. Cette méthode permet uniquement de 
révéler l’utilisation directe des protéines Gα par les récepteurs et peut difficilement être 




introduits dans les cellules par des liposomes (Wess, 1998).  4- Finalement la sélectivité 
d’interaction entre les récepteurs et les protéines Gα peut être mesurée par 
l’immunoprécipitation de récepteurs suivie par la révélation par immunobuvardage de la 
présence des protéines G. Cette technique va permet de mesurer uniquement les 
interactions fortes entre les récepteurs et les protéines, car l’utilisation de détergents pour 
lyser les cellules et solubiliser les récepteurs peut affecter le couplage de certaines 
interactions (Wess, 1998).  
Au niveau du récepteur, ce sont les boucles intracellulaires qui sont responsables du contact 
avec la protéine G. Il a été démontré pour le récepteur muscarinique m2 et plusieurs autres 
récepteurs de la famille 1 que l’extrémité C-terminale de la boucle i3 est responsable de la 
spécificité d’interaction avec le protéine Gi/o (Liu et al., 1996a). Pour les récepteurs de la 
classe 3, la boucle i2 serait plutôt l’élément de spécificité d’interaction avec la protéine G. 
En effet, pour le récepteur mGlu3, normalement couplé à Gi/o, le remplacement de la 
boucle i2 par celle du récepteur mGlu1, couplé à Gq/11, rend ce récepteur chimère capable 
de signaliser comme un récepteur couplé à Gq (Francesconi et Duvoisin, 1998). Pour ce qui 
est de la boucle i3, elle est hautement conservée dans la classe III et joue un rôle clé dans 
l’efficacité du couplage avec la protéine G, plutôt qu’au niveau de la sélectivité de ce 
couplage (Chen et Manning, 2001).  
En ce qui a trait à la protéine G, la sous-unité Gα et le dimère Gβγ semblent interagir avec 
le récepteur (Hamm, 1998). La sous-unité Gα joue un rôle crucial dans la spécificité de 
reconnaissance par les récepteurs. Il a été montré que les cinq derniers acides aminés de la 
sous-unité Gα sont essentiels pour la sélectivité d’activation des Gα par les récepteurs 
(Blahos et al., 1998). Lorsqu’il est ADP-ribosylé par la PTX, le résidu cystéine en position 
-4 de Gαi, Gαo et Gαt, entraîne un découplage de la protéine G du récepteur (Umemori et 
al., 1997). La sous-unité Gαq possède plutôt un résidu tyrosine en position -4 qui doit être 
phosphorylé pour un couplage efficace avec les récepteurs (Umemori et al., 1997). De plus, 




Gαi, de Gαo ou de Gαt. Lorsque cette protéine Gαq chimérique est co-exprimée avec des 
récepteurs normalement couplés à Gαi, une augmentation de la production de DAG et IP3, 
des seconds messager liés à l’activation de Gαq, est mesurée suite à la stimulation du 
récepteur par son agoniste, confirmant l’importance des derniers acides aminés de Gα pour 
la sélectivité d’activation par les RCPG (Blahos et al., 1998). Le dimère Gβγ est aussi en 
interaction avec le récepteur. Les soixante résidus C-terminaux de Gβ interagissent avec le 
récepteur α2-adénergique, indiquant que cette portion du C-terminal de Gβ semble 
importante pour l’interaction de la protéine G hétérotrimérique avec les récepteurs (Taylor 
et al., 1996). Finalement, l’extrémité C-terminale de Gγ serait en contact avec le récepteur 
lors de son activation (Ernst et al., 2000). 
 
Voies de signalisation et interactions croisées (cross-talk) 
 
De par leur fonction importante dans l’homéostasie cellulaire, les RCPG ont la capacité 
d’engendrer une grande variété de voies de signalisation différentes passant de la formation 
de seconds messagers (AMPc, GMPc, DAG, IP3 et calcium), à la régulation de l’ouverture 
de canaux ioniques, à l’activation de différentes GTPases (RhoA, Rac, Cdc42, Tubuline et 
autres) ainsi qu’à l’activation de plusieurs types de kinases (PKA, PKC/PKD, Src, MAP-
kinase, JNK et récepteurs à activité tyrosine kinase).  
 
Un des seconds messagers les plus connus produit suite à l’activation de certains 
récepteurs, est l’AMPc. La concentration cytoplasmique de ce second messager est 
fortement contrôlée par la régulation de deux groupes d’enzymes, qui dans un cas produit 
l’AMPc à partir de l’ATP (adenylates cyclases) et dans l’autre cas le dégrade 
(phosphodiestérases). Chez les mammifères, neuf isoformes d’adenylates cyclases (AC) 




testicules, sont connues à ce jour. Toutes les isoformes transmembranaires sont activées par 
Gαs et certaines sont inhibées par le dimère Gβγ de Gαi (AC1, AC5 et AC6). Par contre, les 
isoformes AC2, AC4 et AC7 sont plutôt activées par le dimère Gβγ (Sunahara et Taussig, 
2002). De son côté, la famille des phosphodiestérases contient onze membres (PDE1-
PDE11), dont les isoformes PDE4, PDE7 et PDE8 qui sont sélectives pour l’hydrolyse de 
l’AMPc et les isoformes PDE5, PDE6, et PDE9 plutôt sélectives pour l’hydrolyse du 
GMPc. Les autres isoformes de la famille des phosphodiestérases sont non-sélectives 
(PDE1, 2, 3, 10, et 11) (Halpin, 2008). Il a été proposé que Gαt puisse interagir avec des 
phosphodiesterases (PDE) sélectives pour l’hydrolyse du GMPc, et l’échange du GDP pour 
du GTP permettrait l’activation de ces PDE dans les cellules de la rétine (Artemyev et al., 
1992). En parallèle, l’analyse de la structure de Gαgust, une protéine Gα exprimée 
sélectivement dans les cellules du goût, laisse croire que cette sous-unité Gαgust pourrait 
comme Gαt, réguler l’activité des PDE (McLaughlin et al., 1994). Ces résultats montrent 
qu’une modulation directe de l’activité des PDE est possible par des sous-unités Gα, 
puisque plusieurs autres sous-unités Gα (Gαi, Gαo, Gαs) peuvent interagir avec des PDE 
(Otto-Bruc et al., 1994), par contre la fonction de ces interactions Gα/PDE reste à 
déterminer. Une modulation indirecte par les RCPG des PDE est possible par la 
phosphorylation des PDE via PKA (Ahlstrom et Lamberg-Allardt, 1997) ou PKC (Michie 
et al., 1998). Par conséquent, la régulation de l’activité des PDE s’effectue directement par 
la production d’AMPc/GMPc et l’interaction avec les protéines Gα, ou indirectement par 
l’activation des kinases en aval des seconds messagers produits par l’activation des RCPG.  
 
L’augmentation de la concentration et la fixation d’AMPc permet l’activation de deux types 
de protéines effectrices : 1) la protéine kinase A (PKA), qui est composée de deux sous-
unités régulatrices et deux sous-unités catalytiques, est une protéine à activité kinase 
impliquée dans la phosphorylation de protéines importantes pour la régulation du 
métabolisme ainsi que pour la prolifération, différenciation et apoptose cellulaire (Bossis et 




(RAPGEF3 ou EAPC) qui est une GEF qui active les GTPases Rap-1 et Rap-2 suite à la 
liaison d’AMPc (Bos, 2006). Ces GTPases sont impliquées dans le contrôle de l’adhésion 
cellulaire régulé par certaines intégrines et la formation de jonctions cellulaires régulée par 
des cadhérines (Bos, 2003). 
 
 
Le diacylglycérol (DAG) et l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) sont deux seconds messagers 
importants produits suite à l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate par une 
enzyme phospholipase spécifique aux phosphoinositide de type C (PLC). Le DAG et l’IP3 
vont induire la transduction de voies de signalisation via l’activation de la protéine kinase C 
(PKC) et la libération de calcium intracellulaire. Présentement chez les mammifères, treize 
isoformes de PLC ont été identifiées et elles se divisent en six sous groupes : PLC–β, –γ, –
δ, –ε, –ζ et –η (Suh et al., 2008). Les isoformes PLC–β sont régulées par l’activation des 
protéines G insensibles à la PTX de la famille Gαq et via le dimère Gβγ des sous-unités de 
la famille Gαi  
 
Une fois produit par les PLC, le DAG lie un domaine spécifique au niveau des PKC et  
permet leur activation. Les PKC se divisent en deux sous familles : les isoformes classiques 
(cPKC–α, –β1, –β2, et –γ) qui sont sensibles au calcium et les isoformes nouvelles (nPKC –
δ, –ε, –ζ et –θ) qui sont indépendantes du calcium (Griner et Kazanietz, 2007). Le domaine 
de liaison aux DAG n’est pas unique aux PKC, il est également présent sur des GAPs de 
Rac (Chimaerins) et des GEFs de Ras (RasGRPs), ce qui augmente la complexité de la 








Figure 9: Fonctions biologiques du calcium 
 
Le calcium est un ion métallique très important dans la régulation de plusieurs fonctions 
biologiques (voir Figure 9, page 30) (Berridge, 2009). Du fait que le calcium est impliqué 
dans l’activation de plusieurs voies de signalisation, sa concentration cytoplasmique est 
hautement régulée, comme en fait foi l’écart entre sa concentration cytoplasmique et 
extracellulaire, d’environ 1 mM et 100 nM respectivement (Mikoshiba, 2007). Différents 
mécanismes permettent le maintien d’un faible niveau de calcium cytoplasmique, tels que 
le pompage du calcium à l’extérieur de la cellule via des pompes Na+/Ca2+ localisées au 
niveau de la membrane plasmique, et également la présence de pompes de type ATPase 
réticulum sarcoendoplasmique (SERCA) au niveau du réticulum endoplasmique 
(Puzianowska-Kuznicka et Kuznicki, 2009). 
 
L’homéostasie du calcium est un processus cellulaire qui est fortement régulé et l’activité 




calmoduline, la chaine légère de la myosine, la parvalbumine, les protéines S-100 ainsi que 
les calbindins 9- et 28 kDa, possédant tous un domaine similaire composé de deux hélices 
alpha, E et F, séparées par une boucle de fixation du calcium (Weinman, 1991). La 
caractéristique commune à toutes les protéines fixant le calcium est leur capacité à moduler 
l’activité de différentes enzymes, comme par exemple la protéine kinase dépendante du 
Calcium/calmoduline (CAMK1) qui est activée lorsque fixée par la calmoduline (Haribabu 
et al., 1995). 
Tout comme le pompage extra-cytoplasmique, l’entrée du calcium dans les cellules est 
fortement régulée via des canaux ioniques qui vont permettre l’entrée du calcium 
extracellulaire ou la libération du calcium par le réticulum endoplasmique. Les canaux 
calciques membranaires sont divisés en deux grandes familles selon qu’ils soient voltage 
dépendants ou non. Les canaux calciques voltage dépendant (VGCCs), principalement 
exprimés dans les neurones, vont s’ouvrir en fonction de la polarisation de la membrane 
cellulaire et peuvent être modulés par les récepteurs couplés aux protéines G (Dolphin, 
2009). De leur côté, les canaux calciques indépendants du voltage se subdivisent en trois 
sous familles; (1) les canaux opérés par des récepteurs (ROC) qui sont soit activés par la 
fixation de ligands ou soit, dans la majorité des cas, activés par des seconds messagers, (2) 
les canaux opérés par les réserves calciques (SOCs) qui vont être activés par 
l’appauvrissement des réserves intracellulaires, (3) et les canaux opérés par les stress 
mécaniques qui vont être activés par l’étirement de la membrane plasmique (Guibert et al., 
2008).  
Parallèlement, la libération des réserves intercellulaires est régie principalement par deux 
types de récepteurs canaux; (1) les récepteurs à la ryanodine, un alcaloïde de plante 
(Callaway et al., 1994), qui sont régulés principalement par la phosphorylation via PKA 
(Herrmann-Frank et Varsanyi, 1993) et Cam-kinaseII (Dulhunty et al., 2001), (2) les 
récepteurs aux IP3 qui vont permettre la libération du calcium via la fixation des IP3 




Interactions croisées des voies contrôlant les concentrations 
cytoplasmiques de calcium 
 
La signalisation via le calcium est un mécanisme important dans plusieurs fonctions 
cellulaires et son niveau cytoplasmique est fortement contrôlé. L’entrée ou la libération de 
calcium par les différents canaux de la membrane plasmique et du réticulum peuvent être 
finement régulés par la convergence de plusieurs voies de signalisation distinctes en 
fonction des besoins cellulaire. Cette convergence de signaux peut se produire à toutes les 
étapes permettant l’élévation du calcium cytoplasmique, allant de l’amplification de la 
production des seconds messagers responsables de l’ouverture des canaux à l’inhibition de 
la recapture du calcium par le réticulum endoplasmique. Ces convergences de signaux sont 
appelées interactions croisées (en anglais, crosstalk) des voies de signalisation (Werry et 
al., 2003).  
 
Le contrôle de la production des seconds messagers DAG et IP3 est peut-être l’un des plus 
évidents et plus directs mécanismes de la régulation du calcium cytoplasmique. Tel que 
décrit précédemment, l’activation des PLCs permet de produire ces deux seconds 
messagers importants dans la signalisation via le calcium (Werry et al., 2003). 
L’augmentation de l’activité de ces enzymes va au final augmenter la concentration 
cellulaire de calcium. Il a été démonté que les PLC-β peuvent être régulées de façon 
synergique par Gαq et le dimère Gβγ de Gαi. Toutefois, les mécanismes impliqués dans 
cette synergie demeurent mal caractérisés (Zhu et Birnbaumer, 1996). Il a été proposé que 
la fixation différentielle et simultanée des différentes sous-unités de la protéine G 
permettrait de réguler l’activité des PLC-β via un changement de conformation de 
l’enzyme, ce qui favoriserait son activité enzymatique (Smrcka et Sternweis, 1993). De 
plus, il a été démonté que l’inhibition de la PLC suite à sa phosphorylation par les kinases 
PKC pouvait être renversée par le dimère Gβγ, ce qui résulte en une augmentation de 





Un autre exemple d’interaction croisée entre deux voies de signalisation régulant la 
concentration calcique provient des récepteurs couplés aux Gαs qui dans certaines 
conditions peuvent promouvoir ou inhiber l’activité des PLC-β via l’activation de la kinase 
PKA. Il a été démontré que la phosphorylation de PLC-β par PKA peut inhiber la formation 
de DAG et d’IP3 dans certaines conditions (Laglia et al., 1996), alors que dans d’autres 
conditions cellulaires, le DAG et l’IP3 sont produits en plus grande quantité (Blackmore et 
Exton, 1986). 
 
Il est également possible de réguler l’activité des PLC indirectement par une limitation du 
substrat, le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2), essentiel à production de 
DAG et d’IP3. Il a d’ailleurs été démontré que l’augmentation de l’activité des enzymes 
PtdIns 4-kinase et PtdIns(4)P 5-kinase responsables des dernières phosphorylations du 
PtdIns(4,5)P2 est impliquée dans l’augmentation de la signalisation calcique suite à 
l’activation de certains récepteurs (Stephens et al., 1993). Par exemple, il a été proposé que 
l’activation du récepteur muscarinique de type 3 (M3R) dans les cellules HEK293 entraîne 
une augmentation de la production de PtdIns(4,5)P2, ce qui permet d’amplifier la réponse 
calcique obtenue via l’activation d’autres récepteurs (Schmidt et al., 1996). De plus, il a été 
démontré que la GTPase RhoA est capable d’activer la PtdIns(4)P 5-kinase (Chong et al., 
1994) et que Gαq peut stimuler RhoA (Chikumi et al., 2002), par conséquent il est possible 
d’imaginer des interactions croisées entre ces deux voies de signalisation.  
 
La signalisation par la voie calcique peut également être régulée au niveau de la modulation 
de la libération du calcium retenu dans le réticulum endoplasmique, suite à la régulation de 
l’ouverture des canaux/récepteurs d’IP3. Par exemple, la phosphorylation par la kinase 
PKA, activée par l’élévation d’AMPc suite à l’activation de RCPG, peut sensibiliser 
l’ouverture des récepteurs-canaux IP3 (Chikumi et al., 2002). De plus, il a été montré que 




son ouverture (Zeng et al., 2003). Ces différents exemples illustrent à nouveau que des 
interactions croisées entre plusieurs voies de signalisation peuvent permettre de favoriser 
l’augmentation de calcium. 
 
Effet de la dimérisation sur les interactions croisées 
La formation de complexes réceptoriels comprenant plus d’un récepteur, permettant dans 
certains cas de réguler la localisation ainsi que la fonction des RCPG, est un autre exemple 
d’interactions croisées. Cette influence par oligomérisation (homo- ou hétéro-) peut 
s’effectuer à trois niveau; (1) en modifiant la capacité de lier les ligands, (2) en transposant 
la signalisation typique d’un récepteur à l’autre et (3) en changeant le couplage de la 
protéine G effectrice. 
 
(1) La modification des propriétés de liaison des ligands par l’hétérodimérisation a été 
découverte pour certains récepteurs, qui démontrent une augmentation de l’affinité à leurs 
agonistes sans changer la spécificité de liaison aux autres ligands, comme dans le cas de 
l’hétérodimère du récepteur somatostatin sst5 et du récepteur à la dopamine D1 (Rocheville 
et al., 2000), ou le cas de des récepteurs 5-HT avec le récepteur canabinoïde CB1 (Devlin 
et Christopoulos, 2002). Cette augmentation d’affinité peut conduire à l’activation de 
nouvelles voies de signalisation qui autrement seraient impossibles d’accès, car les 
effecteurs de ces voies ne sont que faiblement activés par chacun des récepteurs 
individuellement et que seule l’augmentation du nombre de récepteurs activés permet de 
franchir le seuil minimum pour engager ces nouvelles voies de signalisation. Par contre, il 
est plus ou moins clair si ce mécanisme est mis de l’avant pour une augmentation de la 
mobilisation de calcium (Werry et al., 2003).  
 
(2) La transposition d’une voie de signalisation d’un récepteur à un autre récepteur est 




signalisation. Ainsi l’activation d’un récepteur donné, interagissant avec un deuxième 
récepteur, peut entraîner l’activation des voies de signalisation de ce deuxième récepteur. 
Concrètement, la dimérisation entre le récepteur à l’angiotensine AT1 et le récepteur à la 
bradykinine B2 permet au récepteur B2 de présenter la protéine Gαq au récepteur AT1, qui 
lorsqu’activé, entraîne une réponse calcique (AbdAlla et al., 2000). Par conséquent, la 
dimérisation de B2 et AT1 permet la formation d’un complexe présentant les effecteurs de 
la signalisation calcique au récepteur AT1. 
 
(3) Finalement, la dimérisation peut également influencer le couplage aux protéines G des 
récepteurs impliqués dans cette dimérisation. C’est le cas du dimère des récepteurs aux 
chimiokines CCR2 et CCR5, tous deux couplés à Gαi, qui deviennent couplés à Gαq 
lorsque sous forme hétérodimérique. Lorsqu’exprimés seuls, les récepteurs CCR2 et CCR5 
sont capables d’activer la production de calcium via l’activation des PLC par le dimère Gβγ 
de Gαi, car ils sont influencés par la toxine PTX. Par contre, suite à leur co-expression, 
l’activation des PLC par CCR2 ou CCR5 devient insensible à la PTX, indiquant un 
changement de couplage (Mellado et al., 2001). De façon similaire, la dimérisation entre 
les récepteurs dopaminergiques D1 et D2, respectivement couplés à Gαs et Gαi, permet la 
mobilisation du calcium indépendamment de Gαs et Gαi. La formation de l’hétérodimère 
permet un nouveau couplage des récepteurs à la sous-unité Gαq, ce qui explique la 
mobilisation du calcium observée (Rashid et al., 2007).   
 
La dimérisation des récepteurs ouvre non seulement la question de la stœchiométrie 
récepteur / protéine G, mais questionne également l’impact de la présence de plusieurs 
types de protéines G différentes dans un même complexe sur les interactions croisées entre 
les voies de signalisation. Dans le cas d’hétérodimérisation entre des récepteurs couplés 
différemment à deux types de protéines Gα, est-il possible d’avoir les deux Gα différentes 
dans le même complexe ou bien existe-t-il deux populations de récepteurs distinctes 




Terminaison de la signalisation et désensibilisation  
Afin de contrôler l’activité des RCPG, plusieurs mécanismes cellulaires sont mis de l’avant, 
et l’un de ces mécanismes est le recrutement de protéines régulatrices qui bloquent l’action 
du récepteur et permettent éventuellement son l’internalisation. Avant l’internalisation des 
RCPG, l’activité de ces derniers peut être bloquée par l’arrivée de kinases qui vont 
phosphoryler les récepteurs et ainsi empêcher les RCPG d’activer leurs différents 
effecteurs. Dans le cas de ligands hydrophiles, une fois à l’intérieur de la cellule les 
récepteurs n’ont plus accès aux ligands, ce qui permet de mettre fin à la signalisation des 
récepteurs. Suite à cette internalisation, les récepteurs sont soit recyclés soit dégradés. Afin 
d’être internalisés, les récepteurs peuvent emprunter différentes voies, mais les mieux 
caractérisées sont celles impliquant les puits tapissés de clathrine (Clathrin-coated pits; 
CCPs) (Wolfe et Trejo, 2007). Subdivisé en deux voies principales, l’acheminement des 
récepteurs dans les CCPs est régi par des séquences d’adressage contenues dans la portion 
C-terminale des récepteurs; (1) un motif à tyrosine (Y-x-x-Ø où Y représente une tyrosine, 
x n’importe quel acides aminés et Ø un gros résidu hydophobe) et (2) un motif dileucine 
acide ([D/E]-X-X-X-L-[L/I], ou D/E représente des résidus acides, n’importe quel acides 
aminés, L une leucine et I une isoleucine) (Marchese et al., 2008).  
 
(1) Dans le cas du motif à tyrosine, la protéine adaptatrice à la clathrine AP-2 se fixe 
directement sur le récepteur via ce motif. La protéine AP-2 est composée de quatre sous-
unités α, β2, μ2 et σ2. La sous-unité μ2 reconnait directement le motif Y-x-x-Ø (Bonifacino 
et Traub, 2003). Pour que cette reconnaissance soit efficace, la tyrosine ne doit pas être 
phosphorylée. Le récepteur n’a pas besoin d’autre protéines facilitant le recrutement de la 
protéine AP-2 (Marchese et al., 2008). Le récepteur prototypique de cette classe est le 
récepteur à la thrombine PAR1 qui est internalisé de façon constitutive, sans activation. 
Une mutation dans la séquence Y420KKL423 de ce récepteur entraîne la perte de cette 





(2) Pour ce qui est du motif dileucine, la fixation de la protéine adaptatrice AP-2 se fait via 
un mécanisme qui implique la translocation d’une protéine d’échafaudage, l’arrestine. La 
phosphorylation des récepteurs par des kinases de type GRK permet de stabiliser leur 
interaction avec l’arrestine, en plus d’activer cette protéine d’échafaudage. L’un des 
récepteurs prototypique de cette famille est le récepteur adrénergique β2 (Marchese et al., 
2008).  
 
Selon le dogme, une fois activés par leurs agonistes, les récepteur vont recruter des kinases 
de type GRK qui vont les phosphoryler. Cette phosphorylation va permettre le recrutement 
de l’arrestine, qui à son tour permet le recrutement de la protéine adaptatrice AP-2. Une 
fois dans le complexe réceptoriel, AP-2 va provoquer l’arrivée et l’association en 
complexes des clathrines, formant ainsi des invaginations de la membrane plasmique créant 
les CCPs. Afin de finaliser la procédure d’internalisation des récepteurs, les dynamines, des 
GTPases, vont permettre la fermeture et le détachement des vésicules d’internalisation, 
donnant ainsi naissance aux endosomes (Claing, 2004). La phosphorylation initiale des 
récepteurs par les GRK semble être importante dans l’activation de l’arrestine plutôt que 
dans le recrutement en soi. En effet, la mutation du résidu responsable de la reconnaissance 
de l’état phosphorylé des récepteurs au niveau de l’arrestine, permet la fixation et 
l’activation de l’arrestine mutée à des récepteurs où leurs sites de phosphorylation ont été 
enlevés (Kovoor et al., 1999).  
 
De plus, le motif dileucine ne semble pas essentiel pour le recrutement de l’arrestine. Dans 
le cas du récepteur CCR2, la mutation du motif dileucine n’empêche pas le recrutement de 
l’arrestine, mais bloque l’arrivée de la protéine AP-2 dans le complexe, nécessaire pour 
permettre l’internalisation (Fan et al., 2001). Ces résultats semblent indiquer que la 
présence des deux motifs, motif dileucine et motif de phosphorylation, sont essentiels pour 




la clathrine et cette interaction semble importante pour l’internalisation des RCPG induite 
par les agonistes (Krupnick et al., 1997). 
 
Famille des GRK 
Les kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRK) sont des protéines à activité 
kinase de la superfamille des kinases sérine-thréonine. Au niveau des RCPG, les GRK ont 
la capacité de phosphoryler différentes sérines ou thréonines, principalement concentrées 
dans la troisième boucle intracellulaire ainsi que dans la queue C-terminale, par contre 
aucun site consensus de phosphorylation n’a été attribué à ces kinases jusqu’à présent. En 
plus d’être impliquées dans la phosphorylation et la désensibilisation des RCPG, les GRK 
peuvent phosphoryler d’autres récepteurs membranaires tel que le récepteur au PDGF 
(Hildreth et al., 2004), ainsi que différents substrats non réceptoriels tels que la tubuline, les 
synucléines, la phosducine, la protéine ribosomale P2 et autres (Penela et al., 2003). En 
plus de leurs effets sur la signalisation via la phosphorylation de leurs subtrats, les GRK 
contribuent également à la régulation de la signalisation cellulaire de façon indépendante de 
leur capacité de phosphorylation, grâce à leur capacité à interagir avec plusieurs protéines 
telles que les sous-unités Gαq et Gβγ, la PI3K, la clathrine, les GIT, la caveoline, la MEK, 







Figure 10: Structure de GRK2 en interaction avec la protéine G hétérotrimérique 
En vert GRK2, en jaune la sous-untié Gαq, en cyan la sous-unité Gβ1 et en rose la sous-unité Gγ. Image 
produite avec PyMOL avec le PDB : 2BCJ 
 
 
Les GRK se divisent en trois familles: les GRK visuelles (GRK1 et GRK7), les GRK des β-
adrénergiques (GRK2 et GRK3), et finalement la sous-famille GRK4 (GRK4, GRK5 et 
GRK6). Ces kinases partagent certaines caractéristiques, mais ont chacune leurs cibles 
préférentielles (Ribas et al., 2007). De plus, elles partagent des architectures structurelles 
similaires avec un domaine catalytique central d’environ 270 acides aminés, un côté N-
terminal d’environ 180 acides aminés et un C-terminale plus variable, entre 105 et 230 
acides aminés (Garcia-Higuera et al., 1994). La patie N-terminale semble impliquée dans la 
reconnaissance des récepteurs et contient également un domaine RH, qui est un domaine 
retrouvé chez les  aux régulateurs de signalisation des protéines G (RGS). Dans le cas des 




signalisation des RCPG sans phosphorylation, en se fixant au même site d’interaction que 
l’effecteur PLC sur Gαq (Carman et al., 1999). Le C-terminal semble plutôt impliqué dans 
la localisation cellulaire pour toutes les GRK et plus spécifiquement dans l’adressage à la 
membrane plasmique via l’interaction avec Gβγ suite à la stimulation des RCPG, dans le 
cas de GRK2/GRK3 (voir Figure 10, page 39) (Kohout et Lefkowitz, 2003). Pour ce qui est 
des membres de la sous famille GRK4, des modifications lipidiques (GRK4 et GRK6) ou 
des séquences poly-basiques (GRK5), sont responsables de leur acheminement à la 
membrane plasmique (Willets et al., 2003). Donc contrairement à GRK2/GRK3, les 
membres de la sous famille GRK4 sont constitutivement retrouvés à la membrane 
plasmique (Tran et al., 2007). 
 
Famille des arrestines 
Les arrestines sont des protéines dites d’échafaudage, car leur fonction principale est de lier 
ensemble différentes protéines pour réguler leurs actions respectives. Outre la liaison de 
protéines, les arrestines n’ont pas d’activité enzymatique intrinsèque. Les arrestines ont été 
découvertes originalement en tant que protéines complémentant l’action des GRK dans 
l’arrêt de la signalisation des RCPG (Pfister et al., 1985). Par la suite, il a été démontré que 
les arrestines jouent un rôle important dans l’internalisation des récepteurs via leur capacité 
à lier la protéine adaptrice AP-2 et la clathine (Goodman et al., 1996) et plus récemment 
dans l’initiation de voies de signalistion alternatives tel l’activations des MAPK (McDonald 
et al., 2000). 
 
Les arrestines sont divisées en deux sous familles; les arrestines visuelles, uniquement 
présentes dans les cellules responsable de la vision (arrestine-1 et arrestine-3), et les β-
arrestines ubiquitaires (β-arrestine1 et β-arrestine2). Les arrestines partagent toutes la même 
architecture structurelle, constituée d’une structure allongée composée uniquement de 




domaines N et C, représentant respectivement la région N et C terminale de la protéine 
(voir Figure 11, page 41) (Milano et al., 2002). Ces deux domaines sont séparés par une 
région appelée noyau polaire (polar core), qui est composée de résidus chargés 
responsables de stabiliser la structure des arrestines (Milano et al., 2002). Lors de la 
fixation de l’arrestine sur les récepteurs, ce noyau polaire est responsable des changements 
de conformation permettant les étapes subséquentes dans l’internalisation des récepteurs. 
 
En plus de participer à l’internalisation des récepteurs, les arrestines ont été montrées 
comme étant des protéines d’échafaudage des composantes de la voie des MAP-kinases, 
etfixent ERK1/2 et Raf-1 (DeWire et al., 2007). Ce rapprochement par les arrestines des 
différents membres d’une même cascade de signalisation permet une localisation spécifique 
et une meilleure efficacité de ces voies de signalisation.  
 
 
Figure 11: Structure de β-arrestin1 







De plus, il a été démontré que β-arrestine2 interagit constitutivement avec ARNO, une 
protéine possédant une activité d’échangeur de GDP pour les ARF (ARF-GEF) (Claing, 
2004). Également, β-arrestin2 lie ARF6, une GTPase, mais uniquement suite à la 
stimulation des récepteurs, ce qui permet de rapprocher ARNO de ARF6 deux protéines 
importantes dans l’endocytose des récepteurs (Salvador et al., 2001). Cette observation très 
intéressante ouvre de nouvelles questions concernant la formation de complexes de 
plusieurs protéines avec un même récepteur. L’action de ARF6 sur le cytosquelette d’actine 
nécessite une activation/désactivation rapide. Toutefois, ARF6 a une activité GTPase 
régulée par un facteur d’activation d’activité GTPase (GAPs) essentiel pour l’hydrolyse du 
GTP (Salvador et al., 2001). Les protéines GIT qui sont recrutées aux récepteurs via GRK2, 
possèdent cette fonction GAP (ARF-GAP) et permettent ainsi de stimuler l’activité GTPase 
de ARF6 (Salvador et al., 2001). Par conséquent, la formation d’un super complexe 
GRK2/GIT (ARF-GAP), β-arrestine2/ARNO (ARF-GEF) sous un récepteur serait possible 
expliquant l’activation/désactivation rapide de ARF6 lors de l’internalisation des RCPG.  
 
 
Récepteurs modèles  
Récepteurs des opioïdes (récepteur delta opioïde) 
 
L’existence de récepteurs pour les opiacés a été décrite pour la première fois en 1954, suite 
à des études de structure-fonction sur des séries chimiques basées sur les opiacés produits 
naturellement par le pavot (opium) (Beckett et Casy, 1954). Toutefois, la confirmation de la 
présence de ces récepteurs dans le cerveau a nécessité plusieurs années de recherche et 
l’élaboration de nouvelles méthodes d’analyse. Le marquage au tritium du naloxone, un 
antagoniste puissant des opiacés, a permis de démontrer une interaction spécifique pour cet 




confirmation de la présence de récepteurs pour les opiacés, une vaste campagne de 
recherche de ligands endogènes a mené à la découverte des différentes enképhalines 
(Hughes et al., 1975), de la β-endorphine (Cox et al., 1976) et des dynorphines (Goldstein 
et al., 1979), trois familles de ligands peptidiques pour les récepteurs opioïdes retrouvées 
dans le cerveau.  
 
En parallèle, des études ont suggéré que l’action des opiacés soit due à une population 
hétérogène de récepteurs, plutôt que le résultat d’un seul type de récepteur. Le Dr. Martin et 
ses collègues ont proposé la présence de deux types de récepteurs opioïdes, basé sur leur 
observation de l’action différentielle de ligands analgésiques sur des réponses réflexes, les 
mu pour les récepteurs qui répondent à la morphine, et les kappa pour les autres récepteurs 
répondant à la ketocyclazocine (Martin et al., 1976). De plus, l’analyse pharmacologique 
des effets de différents peptides opiacés sur des modèles de souris a révélé la présence 
d’une troisième sous-famille de récepteurs, nommée delta (Lord et al., 1977). Finalement, 
les trois gènes responsables de la synthèse des récepteurs mu, kappa et delta ont été 
identifiés, permettant de confirmer les descriptions pharmacologiques réalisées 20 ans plus 
tôt. 











μ, mu, MOR β-endorphine DAMGO CTOP  
 enképhalines PL017 Met-CAMO  
 endomorphine-1    
 
endomorphine-2 
    
δ, delta, DOR β-endorphine DPDPE naltrindole TIPPψ 
 enképhalines SNC-80  ICI 174,864 
  
DeltorphineII 
  naltriben 
κ, kappa, KOR dynorphine A U69593 nor-binaltorphimine  
 dynorphine B CI 977   
 Α-neoendorphine TRK820   




Récepteur mu (MOR) 
MOR est le récepteur le plus exprimé de tous les récepteurs opioïdes, et il est présent dans 
différentes régions du système nerveux central (Dhawan et al., 1996). De plus, MOR est 
exprimé dans certaines fibres nerveuses dermiques et épidermiques (Stander et al., 2002). 
Les fonctions du récepteur MOR sont multiples, passant de l’implication dans l’analgésie, 
la dépendance aux drogues, la réponse émotive, le comportement d’attachement ainsi 
qu’une influence au niveau des systèmes de relâchement de certains neurotransmetteurs 
(dopamine, acétylcholine, glutamate, somatostatine). Les récepteurs MOR ont un rôle au 
niveau de la mémoire, de l’apprentissage et finalement au niveau de la réponse immunitaire 
ainsi que dans l’immunosuppression due à l’abus d’opiacés (Chefer et al., 2003; Gaveriaux-
Ruff et al., 1998; Jamot et al., 2003; Moles et al., 2004; Morinville et al., 2004; Tien et al., 
2004; Yoo et al., 2003). 
 
En plus d’être considéré comme le récepteur principal de la morphine, MOR a plusieurs 
autres ligands endogènes (β-endorphine, les enképhalines ainsi que les endomorphines) et 
synthétiques (DAMGO et PL017) (voir Tableau IV, page 43). Le récepteur MOR est  
principalement couplé à la protéine Gαi (Carter et Medzihradsky, 1993), ainsi l’engagement 
de cette sous-unité Gα est important pour l’activation de diverses voies de signalisation 
telles que les ERK (Belcheva et al., 2001), Jnk (Kam et al., 2004), et STAT3 (Yuen et al., 
2004), en plus de permettre la translocation nucléaire de la calmoduline (Wang et al., 
2000), et finalement de favoriser l’expression et l’activation de la phosphatidylinositol-3 
kinase (PI3-kinase) (Kam et al., 2004). De plus il a été démontré que MOR pouvait 








Tableau V: Ligands peptiques endogènes des opiacés et leur séquence en acides aminés 
Enképhalines Met5-enképhaline:  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met 
 Leu5-enképhaline: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 





Dynorphines  Dynorphine A: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-
Asp-Asn-Gln 
 
 Dynorphine B:  Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-Val-Val-Thr-Arg-
Ser-Gln-Glu-Asp-Pro-Asn-Ala-Tyr-Glu-Glu-Leu-Phe-Asp-Val
 
α-neoendorphine  Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro 
 




Deltorphines Deltorphine: Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH2  
 DeltorphineII: Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2 
 DeltorphineI: Tyr-D-Ala-Phe-Asp-VaI-Val-Gly-NH2  
 
Récepteur kappa (KOR) 
Des études de radioliaison ont démonté que le récepteur KOR est principalement distribué 
dans le système nerveux central (Mansour et al., 1987), ainsi que dans certaines cellules 
immunitaires (Gaveriaux et al., 1995). De par sa distribution, KOR semble impliqué dans la 
régulation de la température (Handler et al., 1992), dans l’augmentation de l’ingestion de 
nourriture, ainsi que dans la diurèse de l’eau (Morley et al., 1985; Pfeiffer et al., 1986). De 
plus, certaines études semblent indiquer un rôle de KOR dans la modulation des fonctions 
dopaminergiques (Yuferov et al., 2004). 
 
L’existence du KOR a premièrement été proposée suite à des études réalisées avec la 
ketocyclazocine (Martin et al., 1976), mais plusieurs ligands endogènes lui ont été attribués 
depuis; notamment les dynorphines A et B, ainsi que la α-neoendorphine (Goldstein et al., 
1979). Principalement couplé à Gαi, KOR permet une diminution de l’activité des 
adenylates cyclases ainsi que la modulation de l’ouverture des canaux ioniques au 




stimuler l’échangeur Na+/H+ par une interaction avec NHERF-1/EBP50, via la famille 
Gα12/13 (Huang et al., 2004). 
 
Malgré le fait qu’un seul gène codant pour le récepteur KOR a été découvert et qu’aucun 
épissage alternatif du gène n’a été montré, deux conformations actives du récepteur kappa 
ont été suggérées et nommées respectivement kappa1 et kappa2, basé sur des données 
pharmacologiques et des expériences de radioliaison (de Costa et al., 1989). Certains 
groupes ont attribué la pharmacologie du sous-type kappa2 à une interaction entre les 
récepteurs KOR et DOR sous forme d’hétérodimères (Jordan et Devi, 1999).  
 
Récepteur delta (DOR) 
Pour ce qui est du DOR, bien qu’il soit également retrouvé au niveau du système nerveux 
central, son expression est beaucoup plus faible comparativement à celle du MOR (Kitchen 
et al., 1997). DOR est également retrouvé dans la peau (Salemi et al., 2005), chez certaines 
cellules immunitaires (Gaveriaux et al., 1995) ainsi que dans l’intestin (Pol et al., 2003). 
Bien que les fonctions du DOR soient moins bien définies que celles du MOR, une 
implication pour le DOR a été suggérée dans l’analgésie, la motilité intestinale, l’humeur 
ainsi que le comportement. Le DOR semble également avoir un effet sur la régulation 
cardiaque (Reinscheid et al., 1995).  
 
DOR répond principalement aux enképhalines et β-endorphine. Par ailleurs, ce récepteur 
peut également lier plusieurs ligands synthétiques à activité agoniste, tels que le DPDPE et 
SNC-80 (Quock et al., 1997; Raynor et al., 1994). De plus, certaines molécules, telles que 
TIPPψ, ICI 174,864 et naltriben, ont démontré des activités agonistes inverses pour le DOR 
(Neilan et al., 1999; Pineyro et al., 2001; Toll et al., 1998). Suite à la découverte des 
opiacés endogènes chez les mammifères, le Dr. Erspamer et ses confrères ont tenté 




Deux groupes de peptides ont été ainsi découverts, un groupe sélectif pour les MOR, les 
dermorphines, et le deuxième groupe sélectif pour les DOR, les deltrophines (Zadina et al., 
1997). Certaines évidences biochimiques semblent démontrer que les deltorphines n’ont 
pas exactement les mêmes actions que le DPDPE, ce qui permet de croire qu’il existe deux 
populations différentes de récepteurs DOR, avec un seul gène codant pour ces deux 
populations, car il n’existe pas d’épissage alternatif du gène de DOR. Sur des tranches de 
cerveaux de rats et de souris, les deltorphines semblent préférentiellement fixer une 
population de DOR développée après un sevrage (Kitchen et al., 1995). L’existence de ces 
deux propriétés de fixation différentielle, entre le DPDPE et les deltorphines, a poussé les 
pharmacologues à subdiviser les DOR en deux catégories; les delta-1 qui lient les 
deltorphines et les delta-2 qui lient le DPDPE (Zaki et al., 1996). L’utilisation d’un ligand 
bivalent (qui possède la capacité de fixer deux récepteurs différents en même temps), le 
KDN-21, a révélé la formation d’un hétérodimère DOR-KOR qui possède les propriétés 
phénotypiques des récepteurs delta-1 (Bhushan et al., 2004). 
 
Principalement couplé à la protéine Gαi, DOR inhibe les adenylates cyclases, stimule les 
phospholipases C (PLC) et affecte l’ouverture des canaux ioniques aux potassium et 
calcium. De plus, toujours en aval de l’activation de Gαi, DOR régule l’activité de certaines 
cascades de kinases telles que les MAP kinases ERKs et p38 via Src, de AKT et de 
JNK/STAT3. En parallèle, DOR semble également réguler l’activité de certaines petites 
GTPases Ras, Rac, Raf-1 et Cdc42, et finalement DOR peut également transactiver certains 






Figure 12: DOR et couplage différentiel aux protéines G 
Couplage des deux sous-groupes pharmacologiques de récepteurs DOR (delta-1 en bleu foncé et delta-2 en 
bleu  clair) aux différentes sous-unités Gα (Gαi en orange et Gα en vert). Les flèches pleines représentent les 
couplages forts et les flèches en pointillé représentent les couplages faibles. 
 
 
Le groupe du Dr. Garzón a démontré que l’injection d’oligonucléotides antisens contre 
différentes sous-unités Gα a des impacts différents sur l’analgésie et l’anti-nociception 
supraspinale. Selon ces résultats, il semblerait que l’analgésie produite par le DOR passe 
par l’activation de Gαo, sous le contrôle de delta-1 (activé par les deltorphines). Par 
opposition, l’anti-nociception supraspinale serait plutôt reliée à l’activation de Gαq sous le 
contrôle de delta-2 (activé par DPDPE) (Sanchez-Blazquez et Garzon, 1998). Par ailleurs, 
les DOR delta-2 sont caractérisés par la formation d’un hétérodimère MOR/DOR. Ces 
observations sont très intéressantes puisqu’il a également été montré par le groupe du Dr 
Hales que la formation d’un hétérodimère entre MOR/DOR permet l’activation de Gαq 
responsable de l’activité excitatrice de la signalisation calcique (Charles et al., 2003). 
Malgré l’activation de Gαq, la réponse demeure PTX sensible, ce qui semble indiquer une 





Comme le récepteur DOR semble coupler différentes sous-unités Gα (voir Figure 12, page 
48), ce récepteur est un modèle intéressant pour étudier la formation de complexes entre un 
récepteur et plusieurs Gα différentes. 
 
Récepteurs adrénergiques (récepteur α2A-adrénergique) 
Les récepteurs adrénergiques sont responsables de l’action sur le système nerveux central et 
périphérique produite par la noradrénaline (norépinephrine) ainsi l’adrénaline 
(épinéphrine). Ces deux agonistes naturels des récepteurs adrénergiques sont impliqués 
dans le contrôle de la pression artérielle, la force ainsi que la vitesse de la contraction du 
myocarde, dans le contrôle de l’ouverture des voies de respiration et dans le contrôle de 
plusieurs fonctions métaboliques (Bylund et al., 1994).  
 
En 1948, les récepteurs adrénergiques ont été divisés en deux classes selon leurs 
caractéristiques pharmacologiques; soient les types α et β (Ahlquist, 1948). Toujours basé 
sur leurs caractéristiques pharmacologiques, mais également sur des caractéristiques 
moléculaires, les neuf récepteurs adrénergiques sont actuellement divisés en trois grandes 
familles; les α1 (α1A, α1B, α1C), les α2 (α2A, α2B et α2C) et les β (β1, β2 et β3) (Bylund, 1988). 
 
Tous les récepteurs adrénergiques α1 sont inhibés par l’antagoniste prazosin et leur 
activation est associée à une augmentation intracellulaire de calcium via l’activation de la 
sous-unité Gαq (Bylund et al., 1994). De leur côté, les récepteurs adrénergiques α2 sont 
inhibés par les antagonistes yohimbine et rauwolscine, et leur activation produit 
principalement une inhibition de l’adénylate cyclase, via l’activation des sous-unités de la 
famille Gαi (Bylund et al., 1994). Finalement, les récepteurs adrénergiques β sont inhibés 
par l’antagoniste propanolol, et leur activation par les agonistes naturels ainsi que par 




via la stimulation des sous-unités de la famille Gαs (Bylund et al., 1994). Comparativement 
aux sous-types α, le récepteur β2 adrénergique possède différentes affinités pour les ligands 
naturels dont l’adrénaline qui est 100 fois plus efficace que la noradrénaline pour 
l’activation des adénylates cyclases.  
 
α2A-adrénergique 
Les récepteurs α2A adrénergiques sont distribués dans plusieurs tissus allant du cerveau à la 
rate, en passant par les reins, les muscles squelettiques et cardiaque ainsi que le foie (Perala 
et al., 1992). Du fait que les récepteurs adrénergiques sont nombreux, il est difficile 
d’attribuer des fonctions claires pour chacun des sous-types. Toutefois, il semblerait que le 
récepteur α2A adrénergique soit impliqué dans l’hypotension, la sédation, l’analgésie, le 
contrôle de la température et l’inhibition présynaptique du relâchement de la noradrénaline 
(Kable et al., 2000). Principalement couplés aux sous-unités Gαi pour l’inhibition de 
l’adénylate cyclase (Bylund et Ray-Prenger, 1989), les α2A adrénergiques sont également 
capables de stimuler la phospholipase A2 pour permettre la production d’acide 
arachidonique (Jones et al., 1991), ainsi que de moduler l’ouverture des canaux potassiques 
et calciques (Limbird, 1988). De plus, il a été démontré que les récepteurs α2A 
adrénergiques peuvent être couplés à la sous-unité Gαs, par contre les significations 
biologiques de ce couplage restes toujours inconnues (Eason et al., 1992).  
 
Afin de réguler leur activité, les récepteurs sont sujets à l’internalisation suite à leur 
activation, et ces mécanismes de régulation sont plus ou moins efficaces selon le type de 
récepteur. Pour ce qui est des récepteurs adrénergiques α2, le récepteur α2A adrénergique est 
celui qui est le moins bien internalisé par la voie dépendante de la β-arrestine et de la 
dynamine (DeGraff et al., 1999). Malgré cette faible interaction, le recrutement des 
arrestines est important pour la désensibilisation et l’internalisation normales du récepteur. 




le recrutement de la spinophiline inhibe la phosphorylation des récepteurs α2A 
adrénergiques, en empêchant le recrutement de GRK2 et par le fait même la liaison de 
l’arrestine, ce qui limite l’internalisation du récepteur (Wang et al., 2004). 
 
Récepteurs de la vasopressine (récepteur vasopressine de type 2) 
Les récepteurs  de la vasopressine ont tous comme ligand naturel l’hormone antidiurétique 
(ADH), aussi nommée arginine vasopressine (AVP). Cette hormone est un peptide de neuf 
résidus qui résulte du clivage d’une protéine précurseur produite par des cellules 
spécialisées de l’hypothalamus (Birnbaumer, 2000). La libération de l’AVP dans le sang est 
contrôlée par des osmorécepteurs capables de détecter de faibles augmentations de 
l’osmolarité du plasma (Bourque et Oliet, 1997). L’AVP circulante  favorise la rétention 
d’eau par les reins, modifie la vasoconstriction de certaines veines, et permet la libération 
de l’adrénocorticotropine (ACTH). Ces actions sont entrainées par l’activation de trois 
récepteurs différents de la même famille; soit le récepteur à la vasopressine V2, V1a et V1b 
respectivement (Birnbaumer, 2000).  
V2R 
Le récepteur à la vasopressine V2 (V2R) est principalement exprimé au niveau de la 
membrane basolatérale des cellules principales des tubules collecteurs dans les reins, et son 
gène est situé sur le chromosome Xq28 (Birnbaumer et al., 1992). L’activation de ce 
récepteur va permettre la relocalisation d’un canal aqueux, l’aquaporine de type 2 (AQP2), 
vers la portion luminale des cellules des tubules collecteurs. Ce processus est à la base du 
mécanisme moléculaire de l’augmentation de la perméabilité de l’eau de la membrane 
apicale (Nielsen et al., 2002). Cette redistribution des AQP2 par l’activation des V2R passe 
par l’activation de la protéine Gαs, qui permet une production d’AMPc par les adénylates 
cyclases. En plus d’une redistribution rapide des AQP2, l’activation de V2R permet une 




L’activation des PLC a également été observée pour V2R, mais dans des conditions non 
physiologiques. 
 
Transfert d’énergie de résonance non radiative 
Afin d’étudier les interactions protéine-protéine ainsi que la formation de complexes 
protéiques, certaines techniques biophysiques exploitant un transfert d’énergie de résonance 
non radiative (RET) ont été mises au point au cours des dernières années. Ces approches 
RET exploitent toutes le même principe de base, où l’énergie émise par une molécule dite 
donneur d’énergie est transférée à une molécule dite accepteur d’énergie qui réémettra cette 
énergie pour donner un signal différent du donneur. L’efficacité du transfert d’énergie 
dépend de la distance séparant le donneur et l’accepteur, et est inversement proportionnelle 
à la sixième puissance de cette distance (Cardullo, 2007). En d’autres mots, un faible 
changement dans la distance entre le donneur et l’accepteur entraînera un grand 
changement de transfert d’énergie. De plus, cette efficacité est dépendante d’une 
orientation permissive des dipôle électronique du couple donneur/accepteur et il doit y 
avoir un recouvrement entre les maximums d’émission du donneur et d’excitation de 
l’accepteur pour obtenir un transfert d’énergie non radiatif spontané. Pratiquement, il est 
possible de marquer des protéines d’intérêt avec des molécules donneuses et acceptrices 
(qui seront vue plus bas) et ainsi seule deux protéines à moins d’une certaine distance (entre 
30Å et 150Å selon le couple donneur/accpeteur), distance maximale calculée permettant 
une transfert d’énergie (Förster, 1948), permettront le rapprochement de l’accepteur et du 
donneur de façon à transmettre efficacement l’énergie. De plus, il est possible de suivre 
l’évolution des interactions protéiques en temps réel, car la mesure du signal ne demande 




GFP (Green fluorescent protein) 
GFP d’ Aequorea victoria 
La propriété de bioluminescence de la méduse Aequorea victoria est le résultat non 
seulement de l’activité de l’aequorin, une photoprotéine dépendante du calcium, mais 
également du transfert d’énergie avec une protéine fluorescence verte (GFP). Suite au 
clonage de cette GFP en 1992 par le groupe de Cormier (Prasher et al., 1992), plusieurs 
études ont démontré que les propriétés de fluorescence de cette GFP étaient encodées dans 
sa séquence primaire en acide aminés et que la formation du chromophore ne dépendait 
nullement de cofacteurs ou d’activités enzymatiques. Cette propriété auto-fluorescente a 
fait de la protéine GFP un outil incontournable de la biologie cellulaire en permettant de 
suivre la localisation et le mouvement d’autres protéines auxquelles la GFP a été 
génétiquement fusionnée.  
 
La GFP est une protéine de 238 acides aminés, dont les résidus 7 à 229 sont essentiels pour 
permettre la fluorescence. La cristallographie de cette protéine a révélé une structure en 
forme de tonneau avec 11 feuillets-β (voir Figure 13, page 54) (Ormo et al., 1996). Cette 
structure fournit un environnement propice à la fluorescence du chromophore suite à son 
excitation. Le chromophore est principalement formé par la cyclisation des résidus Ser65 
(ou Thr65)-Tyr66-Gly67. Cette cyclisation est la résultante d’une réaction post-
traductionnelle d’oxydation qui requiert de l’oxygène (Ormo et al., 1996). De plus, les 
acides aminés Arg96 et Glu222, présents dans toutes les protéines fluorescentes 
découvertes à ce jour, semblent essentiels pour créer un environnement propice à la 
cyclisation des acides aminés du chromophore (Tsien, 1998). La formation de ce 
chromophore est l’étape limitante de la maturation de la GFP et est sensible à plusieurs 





Figure 13: Structure de la GFP native de Aequorea victoria 
Figure produite à partir du PDB 1W7S avec PyMOL. En vert la protéine GFP où les résidus responsables de 
la formation du chromophore ont été colorés en jaune. 
 
 
Une fois le chromophore formé, la GFP devient une protéine exceptionnellement résistante 
à la chaleur (Tm = 70°C), aux détergents, aux solvants organiques, aux sels chaotropiques, 
aux protéases communes (sauf à la pronase) et aux pH alcalins (Tsien, 1998). Toutefois 
plusieurs facteurs environnementaux et cellulaires peuvent influencer l’efficacité de 
fluorescence de la GFP. Cette protéine est relativement stable face aux modifications de 
pH. Dans une fourchette entre 7 et 11.5, la GFP possède une capacité de fluorescence non 
altérée, mais dans des pH plus acides la fluorescence est diminuée (Tsien, 1998). Malgré le 
fait que cette protéine mature possède une thermostabilité importante, la formation du 




GFP native sont maintenues entre 30-33°C plutôt qu’à 37°C, la fluorescence est plus 
importante (Tsien, 1998). 
 
La GFP native possède deux pics d’excitation qui sont dictés par l’état de protonation du 
résidu Tyr66 du chromophore.  Lorsque déprotoné, le pic d’excitation est principalement à 
395 nm, par contre en état protoné, le pic est plutôt à 475 nm. Une fois excitée, la GFP 
réémet son énergie à une nouvelle longueur d’onde d’environ 509 nm (Heim et al., 1994). 
La GFP native a vu son utilisation limitée pour des applications d’imagerie cellulaire, dû à 
son excitation optimale près de l’ultraviolet (UV), car plusieurs biomolécules possèdent des 
propriétés de fluorescence dans cette région du spectre de longueur d’onde. Afin de 
contourner ce problème technique, différentes campagnes de mutations dirigées ou 
aléatoires ont été mises sur pied dans le but de mettre à jour les déterminants structuraux 
permettant de contrôler les propriétés spectrales de la GFP native.  
 
Le groupe de Falkow a généré des mutants de la GFP native pour ainsi créer la EGFP, où la 
mutation du résidu S65T du chromophore permet d’avoir un seul pic d’excitation à 488 nm, 
sans modifier la longueur d’onde d’émission, et la mutation du résidu F64L permet d’avoir 
un meilleur repliement à 37°C (Cormack et al., 1996). De plus, une fluorescence de 4 à 35 
fois supérieure par rapport à la forme native est constatée avec ce mutant, ce qui en fait une 
protéine fluorescente de choix pour des études en biologie cellulaire (Cormack et al., 1996). 
Par opposition, il est possible de générer une mutation dans la GFP native (T203I) en 
éliminant plutôt le pic d’excitation à 475 nm et en gardant le pic principal à 395 nm. Cette 
GFP est nommée Sapphire (Tsien, 1998). Il est non seulement possible de favoriser un pic 
par rapport à l’autre avec certaines mutations dans la GFP native, mais il est également 
possible de changer les propriétés spectrales pour avoir différentes longueurs d’ondes 
d’excitation et d’émission, donnant ainsi naissance à une plus grande variété de couleurs 
disponibles passant du bleu au jaune. En générant des mutations du deuxième résidu du 




longueurs d’ondes d’excitation à 380 nm et d’émission à 448 nm ou une protéine 
fluorescente cyan (CFP; Y66W) avec des longueurs d’ondes d’excitation entre 433 et 445 
nm et d’émission entre 475 et 508nm (Cubitt et al., 1995). Par contre ces mutations altèrent 
la brillance de ces deux protéines fluorescentes rendant ainsi plus difficile leur utilisation 
dans des contextes cellulaires. De plus, la BFP est un candidat moins intéressant, car dans 
cette région d’excitation, il y a plusieurs molécules biologiques qui ont des propriétés de 
fluorescence, augmentant ainsi le bruit de fond cellulaire.  
 
Une autre mutation (T203Y) dans la GFP native a permis de générer une nouvelle couleur 
de protéine fluorescence jaune, la YFP et la version améliorée, EYFP, est rapidement 
devenue la protéine fluorescence la plus utilisée de la famille, du fait qu’elle est beaucoup 
plus brillante que toutes les autres protéines fluorescentes trouvées à ce jour (Shaner et al., 
2005). Par contre, la EYFP est plus sensible au milieu acide que la EGFP, perdant 50% de 
sa fluorescence dans une solution de pH 6.5 et moins ce qui limite légèrement son 
utilisation dans le cas de ciblage de protéines de fusion vers des régions acide de la cellule. 
De plus, elle est sensible aux ions chlore. Afin d’améliorer les propriétés spectrales des 
BFP et CFP ainsi que rendre la EYFP insensible au pH, plusieurs types de mutations ont été 
réalisées et les principales protéines fluorescences ainsi obtenues ont été répertoriées dans 
le Tableau VI. Les principales protéines fluorescentes utilisées dans les études de BRET 
sont les GFP2 et GFP10 pour le BRET400-GFP (BRET2), ainsi que les YFP pour le BRET480-







Tableau VI: Caractéristiques des différentes GFP dérivées d’Aequorea victoria 
Mutations, résidus principalement ciblés pour le changement de propriétés spectrales des GFP; Ex, longueur 







Brillance relative  
(% de EGFP native) 
Structure 
Quaternaire 
GFP native  395 et 475 509 <20 Monomère * 
EBFP 
 










EBFP2 S30R, Y39N,  F64L,  
T65S, Y66H, S72A,   
N105T, I171V, N198S,  
A206V, I128V, Y145F,  
V150I, D155V, V224R 
 
383 448 53 Monomère * 
ECFP F64L, S65T, Y66W,  
N146I, M153T, V163A 
 
439 476 39 Monomère * 
SCFP3A F64L, S65T, Y66W,  
S72A, N146I, H148D,  
M153T, V163A, S175G, 
A206K 
433 474 45 Monomère * 
EGFP 
 










GFP2 F64L, Y100F, S108T,  
M141L, I219V, H231L  
 
400 510 n.d. Monomère * 
GFP10 64L, Y100F, S108T,  
M141L, S147P, S202F,  
I219V, H231L  
 
400 510 n.d. Monomère * 
EYFP S65G, V68L, S72A, 
T203Y, H231L 
 
515 528 151 Monomère * 
Venus F46L, F64L S65G,  
V68L, S72A, M153T,  
V163A, S175G, T203Y, 
 H231L  
 
515 528 156 Monomère * 
mAmetrine S20R, Y39N, T50S, 
F64L,S72A, F99S, N105S, 
K107R, Y145M, 
S147V,H148W,N149D,V150A









Protéine fluorescente des Anthozoa 
La recherche de protéines fluorescentes rouges a été une avenue critique pour fournir des 
outils d’imagerie à multiple couleurs. Dans cette quête, les mutations sur des protéines 
fluorescentes basées sur Aequorea ont atteint une limite avec la YFP. Afin de palier à ce 
manque, certains groupes ont confirmé la présence de protéines fluorescentes rouges dans 
certains coraux de récif et anémones de mer tel la Discosoma striata d’où la DsRed a été 
clonée. Par contre, la version native de DsRed présente plusieurs problèmes, avec une 
maturation lente du chromophore passant du vert au rouge. De plus, la DsRed est un 
tétramère obligatoire avec une possibilité de fusion génétique problématique, ce qui rend 
son utilisation dans un cadre de biologie cellulaire à plusieurs couleurs impossible. La 
DsRed est une protéine de 225 acides aminés qui forme une structure tertiaire similaire à la 
GFP (voir Figure 14, page 59 ) avec un chromophore composé de la cyclisation de trois 
acides aminés; Gnl66 Tyr67 et Gly68. Comparativement à la GFP d’Aequorea, la DsRed 







Figure 14: Structure de mCherry 
Figure produite à partir du PDB 2H5Q avec PyMOL. En rouge la protéine mCherry où les résidus responsable 




Avec ses caractéristiques de fluorescence dans le rouge uniquement (excitation à 558 nm et 
émission à 583 nm) et de nombreux inconvénients d’utilisation, une série de mutations ont 
été effectuées sur la DsRed permettant d’améliorer les temps de maturation passant de 15 
heures pour la DsRed native à 6 heures pour la DsRed2 et finalement à 1 heure à la DsRed-
Express (Bevis et Glick, 2002). Afin de rompre le tétramère de DsRed, une série de 
mutations dirigées ont été effectuées en vain, car les monomères résultants de ces mutations 
perdaient toute capacité de fluorescer (Campbell et al., 2002). L’utilisation de la méthode 
d’évolution dirigée sur la DsRed a finalement permis au groupe du Dr. Tsien de mettre au 







Tableau VII: Caractéristiques de différentes FP dérivées de la DsRed 






Brillance relative  




Protéine fluorescente orange 
mOrange 548 562 146 Monomère 
dTomato 554 581 142 Dimère 
DsRed 558 583 174 Tétramère 
DsRed2 563 582 72 Tétramère 
DsRed-
Express 555 584 58 Tétramère 
Protéine fluorescente rouge 
mApple 568 592 109 Monomère 
mStrawberry 574 596 78 Monomère 
mRFP1 584 607 37 Monomère 
mCherry 587 610 47 Monomère 
mRaspberry 598 625 38 Monomère 
Protéine fluorescente infrarouge 
mPum 590 649 12 Monomère 
 
L’évolution dirigée consiste à générer une succession de mutations aléatoires suivies d’une 
sélection, dans le cas de la DsRed l’amélioration de la fluorescence dans le rouge était le 
mode de sélection des clones. Avec un total de 33 mutations dans la DsRed native, une 
première génération de protéines fluorescentes rouges monomériques voit le jour, nommée 
mRFP1 (Campbell et al., 2002). Malheureusement, la brillance de cette mRFP1 est 
grandement affectée comparativement à la DsRed native. Toujours par évolution dirigée, le 
groupe de Tsien a généré une panoplie de protéines fluorescentes avec de nouvelles 
propriétés spectrales et ces protéines fluorescentes ont été nommées avec le nom de fruit 
représentant leur couleur d’émission (voir Tableau VII, page 60) (Shaner et al., 2004). 
Avec cette évolution des propriétés de la DsRed native et les différentes formes de GFP, il 
est maintenant possible de combiner ces multiples protéines fluorescentes pour faire de 




Transfert d’énergie de résonance de fluorescence (FRET) 
Le désir de mesurer des phénomènes physiologiques dans des conditions natives a entraîné 
la mise au point d’une grande variété de nouvelles techniques. La génération des différentes 
protéines fluorescentes a permis une révolution dans les études protéique de localisation 
cellulaire et très rapidement les méthodes basées sur le transfert d’énergie de résonance de 
fluorescence (FRET) ont pris de l’importance, permettant la mesure d’interactions 
protéiques en cellules vivantes. Le FRET est basé sur un principe physique, décrit par 
Théodor Föster dans les années 1940 (Förster, 1948), selon lequel l’excitation d’une 
molécule donneuse d’énergie mène à un transfert d’énergie à une molécule acceptrice via 
une interaction dipôle-dipôle des nuages électroniques de chacun des fluorophores. Par 
conséquent, les deux molécules doivent être très proches (moins de 100 Å), avoir une 
orientation dipolaire permissive pour le transfert d’énergie et un chevauchement entre les 
spectre d’émission du donneur et d’excitation de l’accepteur (Förster, 1948). Avant 
l’avènement des protéines fluorescentes, il était possible de mesurer du FRET entre deux 
fluorophores chimiques. Par contre, étant donné que leur utilisation dans un contexte de 
cellules vivantes requiert la micro-injection, l’utilisation de tels fluorophores chimiques 
demeure très limitée. Le clonage des gènes responsables de la fluorescence chez certains 
organismes marin, a permis la fusion génétique de fluorophores de type GFP aux protéines 
d’intérêt, simplifiant ainsi l’utilisation du FRET dans la mesure d’interactions protéiques in 
vivo. En plus des protéines fluorescentes, il est maintenant possible de marquer 
génétiquement à la fluorescence des protéines d’intérêt avec des méthodes dite à activité 
enzymatique suicide tel les étiquettes SNAP (Keppler et al., 2003; Maurel et al., 2008), 
CLIP  (Gautier et al., 2008) et HALO (Los et Wood, 2007). Dans les trois cas l’enzyme 
(pour SNAP et CLIP l’O6-alkylguanine-DNA-Alkyltransferase humaine modifiée et pour 
HALO l’haloalkane dehalogenase modifiée de bactérie) va interagir et être lier de façon 
covalente par son substrat pour ainsi marquer la protéine d’intérêt. L’avantage de cette 
méthode de suicide enzymatique provient de la grande versatilité de marquage possible 




peuvent être modifiés chimiquement par des petites molécules fluorescentes de couleurs 
différentes. En plus des protéines fluorescence, les étiquette à activité enzymatique suicide 
augmentent les combinaisons de FRET possible de mesurer. 
 
 
Un des principaux avantages du FRET est qu’il est possible de combiner cette technique 
avec la puissance de la microscopie pour localiser les interactions protéiques en cellules 
vivantes. Également, le couplage à la microscopie permet de suivre la cinétique et le 
mouvement de ces interactions, ce qui en fait une technique de choix pour suivre différents 
phénomènes cellulaires. De plus, le FRET permet de suivre des interactions 
intramoléculaires aussi bien que des interactions intermoléculaires. Cette grande versatilité 
du FRET a permis la mise au point de plusieurs types de stratégies afin de suivre les 
interactions protéiques et ainsi il est possible de suivre directement le recrutement d’une 
protéine à une autre ou leur dissociation et de suivre un changement de conformation au 
sein d’une protéine.  
 
Le couple de fluorophores principalement utilisé est la CFP comme donneur et la YFP 
comme accepteur d’énergie. La CFP possède un pic d’émission à 475 nm qui est en mesure 
de transférer son énergie à la YFP possédant un pic d’excitation à 515 nm. Le maximum 
d’émission de la CFP n’est pas exactement à la même longueur d’onde que l’excitation de 
la YFP, mais les deux pics se chevauchent de sorte que la YFP est allumée par la CFP 
lorsque ces deux fluorophores se retrouvent à proximité l’un de l’autre. Plusieurs autres 
couples de fluorophore peuvent être utilisés pour mesurer du FRET avec des protéines de 
fusion (voir  
 







Tableau VIII: Couples de protéines fluorescentes utilisées pour le FRET 
Ex, excitation; Em, émission 
Protéines donneur Ex Em Protéines accepteur Ex Em 
EBFP  380 440 EGFP 484 507 
CFP 433 475 YFP 515 528 
T-sapphir 395 510 YFP 515 528 
T-sapphir 395 510 mOrange 548 562 
YFP 515 528 mCherry 587 610 
 
Un des principaux désavantages du FRET est l’excitation croisée des fluorophores. Ainsi, 
lors de l’excitation du donneur d’énergie une faible stimulation de l’accepteur est possible, 
pouvant ainsi fausser le signal du transfert d’énergie. Cette stimulation directe de 
l’accepteur doit être prise en compte dans l’analyse des résultats. Pour chacun des couples 
de protéines étudiés, des contrôles bien précis doivent être introduits pour corriger les 
valeurs afin d’éliminer tout trace de contamination. Pour ce faire, la mesure croisée de 
chacun des fluorophores doit être effectuée en utilisant les paramètres de l’autre (Cardullo 
et Parpura, 2003). Bien contrôlé, le FRET est un outil extrêmement puissant pour la mesure 
d’interactions protéiques et la formation de complexes protéiques dans leur contexte 
cellulaire. 
Bioluminescence 
Aujourd’hui en biochimie, le phénomène de bioluminescence est un outil largement utilisé 
dans des systèmes rapporteurs ou dans des méthodes analytiques extrêmement sensibles. La 
bioluminescence est également utilisée dans l’étude d’interactions protéine-protéine, qui 
fait intervenir un transfert d’énergie de la luciférase à une protéine fluorescente telle la 





La bioluminescence est un phénomène naturel retrouvé dans plusieurs organismes distincts 
tels que certaines bactéries, la Cnidaria (Coelenterates), la luciole, les Dinoflagellés et 
certains types de vers. Cette production de lumière est la résultante de l’oxydation de la 
luciférine, le substrat d’une photoprotéine appelée luciférase (Wilson et Hastings, 1998). 
Chez certaines bactéries, cette lumière est produite continuellement par une multitude de 
flashs d’une durée de 0.1 à 1 seconde. Ceci demande un contrôle efficace de l’activité de la 
luciférase et pour ce faire la luciférine est séquestrée, puis rapidement mobilisée (Wilson et 
Hastings, 1998). Chez les organismes eucaryotes, la production de cette lumière est régulée 
par différents mécanismes de contrôle spécifiques à chaque espèce. Pour les vers et les 
lucioles, les luciférases sont séquestrées dans des organelles provenant de la modification 
du réticulum endoplasmique et des peroxisomes respectivement (Wilson et Hastings, 1998). 
Les Dinoflagellés possèdent plutôt une structure cytoplasmique responsable de 
l’emmagasinage des luciférases. Dans cet organisme, les flashs lumineux sont générés par 
une modification rapide du pH au sein de l’organelle activant ainsi la luciférase (Wilson et 
Hastings, 1998). Finalement, les Coelenterates vont plutôt utiliser la mobilisation du 
calcium pour réguler cette production de luminescence (Wilson et Hastings, 1998). 
Luciférases  
Dans le BRET, la protéine donneuse d’énergie est une enzyme bioluminescente, la 
luciférase. La séquence en acides aminés des luciférases est typiquement différente d’un 
organisme à l’autre et elles peuvent être classifiées en trois grandes catégories selon 
l’organisme dont elles proviennent; les Lux représentant la classe des bactéries, les Lcf 
pour les dinoflagellés et finalement les Luc pour les organismes lucioles (Wilson et 
Hastings, 1998). Le mécanisme de production de lumière ainsi que le type de substrats 
utilisés varient également d’une espèce à l’autre. La luciférase la mieux caractérisée est 
celle de la luciole. Cette luciférase est une protéine monomérique de 62 kDa qui a été 
cristallisée. Elle présente deux domaines distincts, un large domaine N-terminal et un petit 
domaine C-terminal tous deux reliés par une hélice de quatre résidus flexibles. 




(Conti et al., 1996). Afin de produire de la lumière, la luciférase catalyse l’oxydation de la 
luciférine (benzothiazoyl-thiazole) en présence de l’ATP et de Mg2+. Cette réaction requiert 
la formation d’un intermédiaire dioxetanone riche en énergie. Cet intermédiaire est le 
produit de la réaction entre un adénylate, l’oxygène et la cyclisation d’un peroxyde. Le bris 
du dioxetanone libère environ 50 kcal/mol d’énergie et cette énergie est nécessaire à la 
génération de l’état excité de l’oxyluciférine. Au final, environ un photon sera généré par 
l’oxydation de luciférine. La couleur produite varie du vert à l’orange en fonction de la 
structure tridimensionnelle du site catalytique (McElroy et DeLuca, 1983).  
 
Pour leur part, les dinoflagellés, algues unicellulaires responsables de la phosphorescence 
de la mer, utilisent plutôt un mécanisme de séquestration du substrat (Wilson et Hastings, 
1998). La luciférine des dinoflagellés est similaire à la chlorophylle des plantes et elle est 
très sensible à l’auto-oxydation, ce qui est inefficace pour la production de lumière. Par 
contre en présence de la luciférase, la luciférine peut alors produire de la lumière. Chez les 
Gonyaulax, un dinoflagellé, deux protéines sont requises pour la production de 
bioluminescence. La première est une protéine dimérique de deux sous-unités identiques de 
75.5 kDa, la protéine fixatrice de luciférase (LBP) séquestre les luciférines à un pH 
physiologique afin de les protéger contre leur auto-oxydation. La deuxième protéine est la 
luciférase (LCF), une protéine de 137 kDa, qui est inactive à un pH physiologique (Wilson 
et Hastings, 1998). Ces deux protéines et la luciférine sont retrouvées dans des organelles 
spécialisées appelées scintillons et lorsque le pH des scintillons devient plus acide, les 
luciférines sont relâchées par la LBP et sont alors disponibles pour être oxydées par la 
luciférase. La bioluminescence produite est faible avec un maximum d’émission à 470 nm 





Figure 15: Réaction d'oxydation de la coelenterazine par la Rluc 
L’oxydation des coelenterazines débute par la fixation d’une molécule d’oxygène sur la molécule donnant 
l’intermédiaire 1. Par la suite, l’attaque de l’oxygène chargé sur le groupement carbonyle adjacent donne 
l’intermédiaire 2. Finalement l’intermédiaire 2 se transforme en coelenteramide en libérant une molécule de 
CO2 et de l’énergie sous forme de lumière. 
 
 
Finalement, les coelenterates font également intervenir un intermédiaire dioxetanone pour 
la production de lumière tout comme les lucioles, mais sans utiliser l’ATP et le Mg+2 pour 
contrôler la production de lumière. La Rénilla reniformis, une pensée de mer, va plutôt 
utiliser un mécanisme nécessitant quatre protéines différentes et la mobilisation du calcium 
pour réguler l’oxydation de la luciférine, nommée plus spécifiquement coelenterazine 
(Wilson et Hastings, 1998). D’abord, une sulfokinase enlève le sulfate d’une 
coelenterazine-sulfatée, un intermédiaire dans la biosynthèse de la coelenterazine qui serait 




18.5 kDa qui possède trois sites de liaison au calcium (Wilson et Hastings, 1998). Cette 
interaction avec cette protéine liant le calcium va permettre de contrôler l’oxydation des 
coelenterazines par la luciférase (voir Figure 15, page 66), une protéine monomérique de 36 
kDa (Rluc) (voir Figure 16, page 67). En présence de calcium, les coelenterazines seront 
alors disponibles pour réagir avec la luciférase. 
 
 
Figure 16: Structure de la Rluc 




Une cinquième protéine, la Renilla GFP, est présente pour modifier la couleur émise chez 
la Rénilla reniformis (Wilson et Hastings, 1998). Cette GFP, lorsque fixée à la luciférase, 
va capter l’énergie produite par la Rluc et la réémettre à une nouvelle longueur d’onde. La 
Rluc seule émet une couleur bleutée (longueur d’onde près de 480 nm), mais lorsqu’elle est 
liée à la Renilla GFP, la couleur émise devient plutôt verdâtre (longueur d’onde près de 509 







Transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) 
Le BRET est un phénomène naturel qui se produit chez certains êtres vivants, tels la Renilla 
reniformis et l’Aequorea victoria. Chez ces organismes, l’enzyme luciférase effectue une 
dégradation oxydative de son substrat générant ainsi de la lumière. Lorsque la luciférase est 
à proximité des protéines GFP, l’énergie de résonance de bioluminescence est transférée à 
la GFP, qui réémettra cette énergie à une autre longueur d’onde (Xu et al., 1999). Ce 
transfert d’énergie de la luciférase à la GFP est dépendant de plusieurs facteurs, tels que 
l’orientation des deux protéines, ainsi que de la distance qui les sépare ainsi que le 
chevauchement des spectres d’émission de la luciférase et d’excitation des protéines 
fluorescentes. L’efficacité de transfert d’énergie est déterminée par le rapport de la lumière 
provenant de la GFP sur la lumière produite par la luciférase (ratio BRET). 
 
Ce transfert d’énergie a été mis à profit dans l’étude d’interactions protéine-protéine. Xu et 
al ont démontré l’homodimérisation de kaiB, une protéine impliquée dans le cycle 
circadien, par l’utilisation des protéines de fusion luciférase et EYFP. Lorsque les protéines 
kaiB-Rluc et kaiB-EYFP ont été exprimées dans des bactéries, un transfert d’énergie BRET 
a été mesuré (Xu et al., 1999). Ce transfert d’énergie témoigne de la proximité des deux 
protéines d’intérêt. Cette approche aussi a été utilisée pour étudier la dimérisation du 
récepteur β2-adrénergique (β2AR) par le groupe du Dr. Bouvier (Angers et al., 2000). 
Après avoir co-exprimé les protéines de fusion β2AR-Rluc et β2AR-GFP dans un système 
d’expression hétérologue de mammifères, ils ont observé un transfert d’énergie à l’état 
basal. Ces résultats ont permis de poser l’hypothèse selon laquelle le récepteur β2AR serait 
présent dans les cellules sous forme d’oligomères et ce très tôt dans sa maturation. De plus 




interaction induite entre deux protéines. Suite à l’activation du récepteur β2-AR, les auteurs 




Figure 17: Spectres de transfert d'énergie des deux configurations de BRET. 
Les différences majeures entre les deux configurations de BRET (BRET2 à gauche et courbe en vert, 
BRET480-YFP à droite et courbe en jaune) sont le type de substrat utilisé (coelenterazine 400a pour le BRET400-
GFP et coelenterazine h pour le BRET480-YFP), ainsi que le type de protéine fluorescente utilisée comme 
accepteur (GFP2 pour le BRET400-GFP et YFP pour le BRET480-YFP). 
 
 
Deux configurations de BRET sont présentement disponibles. La première configuration 
développée utilise la luciférase/coelenterazine-h comme donneur d’énergie et la protéine 
EYFP comme accepteur d’énergie (voir Figure 17, page 69). La bioluminescence produite 
par la luciférase possède un maximum d’émission à environ 475 nm. La EYFP de son côté 
possède un maximum d’excitation à 512 nm. Par conséquent, le recouvrement des spectres 
du donneur et de l’accepteur n’est pas optimal, ce qui résulte en une moins bonne efficacité 
du transfert d’énergie. Pour pallier à ce problème, la compagnie Packard a développé un 
nouveau substrat, la coelenterazine-400a, permettant d’avoir un maximum d’émission à 420 




d’excitation près de 400 nm, comme accepteur d’énergie, permet un bon recouvrement avec 
le spectre d’émission de la coelenterazine-400a. Selon la théorie du transfert d’énergie de 
résonance, meilleur est le chevauchement des spectres entre le donneur et l’accepteur 
d’énergie, meilleur est le transfert d’énergie. Non seulement le spectre de recouvrement est 
plus important avec la configuration 2, mais la séparation entre les spectres d’excitation de 
la coelenterazine-400a et d’émission de la GFP2 est plus important, ce qui facilite leur 
mesure. Comme l’efficacité du transfert d’énergie est le ratio entre la réémission de lumière 
produite par la GFP et celle produite par la luciférase, il est important de pouvoir bien les 
distinguer.  
 
L’utilisation de la coelenterazine-400a permet une meilleure séparation donneur/accepteur, 
par contre la production de lumière par la Rluc est grandement affectée, ce qui rend la 
détection des photons produit par la luciférase plus difficile et nécessite l’utilisation 
d’appareils de mesure plus performants et couteux. Le groupe du Dr. Gambhir ont mis au 
point une série de mutation aléatoire au sein de la Rluc afin d’améliorer les propriétés 
spectrale de cette dernière. Ils ont observé qu’une mutation du résidu 185 méthionine en 
valine (M185V) permet d’avoir une augmentation significative de la lumière avec la 
coelenterazine-h (environ 3 fois) et une augmentation beaucoup plus importante avec la 
coelenterazine-400a (environ 20 fois). De plus, l’ajout d’une deuxième mutation C124A, 
qui n’a aucun effet par elle-même, semble promouvoir l’amplification de lumière obtenue 
par la mutation M185V, permettant ainsi d’obtenir une production de lumière de près de 44 
fois supérieure à la Rluc native (Loening et al., 2006). Cette Rluc avec les mutations C124A 
et M185V est appelée RlucII. Le groupe de Pfleger a comparé directement les différents 
variant de la Rluc avec les deux configurations de BRET et montré que la RlucII ainsi que 
la Rluc8 augmentaient la sensibilité du BRET400-GFP ce qui accroit le potentiel des 
applications de cette technologie. De plus, l’utilisation de ces Rluc mutants leur ont permis 
de mesurer des cinétiques d’interactions prolongées avec le BRET400-GFP pour la première 





De manière générale, un biocapteur est constitué d'une cible biologique ou d’une portion 
d’une cible biologique (enzyme, anticorps, récepteur...) et d'un transducteur chargé de 
convertir le signal biologique en un signal aisément mesurable et analysable (généralement 
lumineux). Il existe différentes classes de biocapteurs passant des petites molécules 
chimiques aux protéines de fusion avec des rapporteurs. Comme il est possible de fusionner 
génétiquement des transducteurs de signal (fluorescent ou bioluminescent) directement aux 
molécules biologiques, plusieurs biocapteurs cellulaires ont vu le jour. Ces biocapteurs, 
produits en cellules vivantes, ont comme principal avantage de permettre une multitude de 
mesures et ce en temps réel dans des contitions in vivo, permettant de suivre pas-à-pas la 
cinétique d’un effet biologique. 
 
Afin de mesurer le calcium intracellulaire, trois catégories de biocapteurs génétiquement 
encodés sont principalement utilisées et basées sur la bioluminescence, la fluorescence ou 
le FRET (voir Figure 18, page 72). Dans le cas des rapporteurs bioluminescents, l’activité 
bioluminescente de certaines luciférases telles l’aequorin, protéine bioluminescente 
d’Aequorea victoria et l’obelin, protéine bioluminescente d’Obelia longissima, est 
dépendante de la présence d’ions calcium. Dans le cas de l’obelin, la présence d’ions 
calcium semble permettre un changement de conformation de l’apo-photoprotéine, qui est 
maintenue dans un état intermédiaire d’oxydation de la coelenterazine, permettant ainsi la 
complétion de la réaction enzymatique et une production de lumière (Campbell, 1974). En 
termes de biocapteur, cette enzyme bioluminescente va émettre de la lumière détectable 
uniquement lorsque la concentration du calcium sera suffisament élevée pour permettre 





Figure 18: Types de biocapteurs du calcium 
Figure produite à partir des PDB 2F8P pour obelin et 3EKJ pour Gcamp2. Pour la Cameleon, une 
reconstruction manuelle entre 2WSO et 3EKJ a été réalisée avec PyMOL. 
 
 
Depuis moins de trois ans, il est possible de mesurer la concentration du calcium 
intercellulaire avec un biocapteur génétiquement encodé basé sur l’apparition de 
fluorescence. Pour ce faire, le groupe du Dr. Kotlikoff a produit une protéine de fusion 
entre un domaine d’interaction au calcium de la CaM kinase et un domaine d’une protéine 




également utilisé les propriétés d’une GFP circulairement permutée, qui consiste à 
intervertir le C-terminal et le N-terminal de la EGFP. Cette permutation circulaire de la 
EGFP ne change pas les propriétés spectrales de la protéine fluorescente, mais elle la rend 
plus sensible aux changements de conformation. En plaçant cette EGFP entre les domaines 
M13 et CaM, ils ont démontré que la liaison d’ions de calcium conduit à un changement de 
conformation au sein de cette protéine de fusion (Gcamp2), permettant ainsi la formation 
du chromophore essentiel à la fluorescence de cette EGFP permutée (Tallini et al., 2006). 
  
Tableau IX: Liste des biocapteurs génétiques FRET 
Dim, diminution; aug, augmentation. Les biocapteurs sont divisés en trois catégories; en rouge, les second 
messagers; en vert, les GTPase; en jaune, le domaine de phosphorylation 
.  
Nom du biocapteur Cible 
Domaines  
d’interaction Donneur / Accepteur Amplitude (fois)
Cameleon-2 Calcium Cam-M13 EBFP-EGFP 1.8 (dim) 
Cameleon-YC3.6 Calcium Cam-M13 CFP-cp173Venus 6.6 (dim) 
EPAC cAMP EPAC CFP-YFP (dim) 
cGES-DE2 cGMP domaine GAF (PDE2A) CFP-YFP 1.4 (aug) 
Raichu-Ras Ras Ras, RBD (Raf1) CFP-YFP 2.0 (aug) 
Raichu-Rap1 Rap1 Ras, RBD  CFP-YFP 2.0 (aug) 
Raichu-Rac1 Rac1 Rac1, domaine CRIB (PAK1) CFP-YFP (aug) 
Raichu-Cdc42 Cdc42 Cdc42, domaine CRIB (PAK1) CFP-YFP (aug) 
Raichu-RhoA RhoA RhoA, RBD (PNK) CFP-YFP (aug) 
AKAr1 PKA substrat (PKA), 14-3-3 ECFP-Citrin 1.5 (aug) 
Srk-indicator Src  domaine SH2, substrat Scr ECFP-Citrine 1.3 (dim) 
Picchu EGFR CrkII (SH2-SH3-SH2) del CFP-YFP 1.6 (aug) 
Aktus Akt/PKB substrat Akt/PKB, 14-3-3 CFP-YFP 1.1 (aug) 
CKAR PKC substrat PKC, FHA2 (Rad53p) CFP-YFP 1.3 (dim) 
EAS-2 ERK2 mEtsI(15-46) CFP-YFP (dim) 
 
Le troisième type de biocapteur de calcium est basé sur le FRET intramoléculaire entre un 
donneur et un accepteur d’énergie qui sont séparés par les mêmes domaines M13 et CaM 




calcium FRET va changer de conformation en présence de calcium et ce changement de 
structure va rapprocher le donneur et l’accepteur d’énergie, une CFP et une YFP 
respectivement, ce qui produira une augmentation du ratio de FRET. Dans la version 
préliminaire de ce biocapteur, l’augmentation du ratio était faible (Evanko et Haydon, 
2005). Par contre, l’utilisation de la permutation circulaire de la Venus a grandement 
amélioré l’amplitude de la réponse obtenue, passant de 1.8 fois avec la version Cameleon-2 
à 6.6 avec la version YC3.6, ce qui rend l’utilisation de ce biocapteur beaucoup plus 
sensible au changement de calcium intracellulaire (Nagai et al., 2004). 
 
À ce jour, une multitude de nouveaux biocapteurs basés sur la luminescence, la 
fluorescence ainsi que sur le FRET/BRET ont été décrits, mais de par leur plus grande 
versatilité et la possibilité de mesurer les changements sur une seule cellule à la fois, les 
biocapteurs de type FRET ont gagné en popularité (voir  
Tableau IX, page 73).  
 
Biocapteurs BRET de l’AMPc 
Présentement très peu de biocapteurs de BRET sont disponibles, mais dans les prochaines 
années, avec les nouvelles protéines fluorescentes ainsi que l’amélioration de la Rluc, 
plusieurs nouveaux biocapteurs BRET devrait voir le jour. L’utilisation de biocapteurs 
BRET permet de compenser les désavantages du FRET, en éliminant les problèmes d’auto-
fluorescence des cellules et de certaines molécules physiologiques,  les problèmes de 
photo-blanchiment, ainsi que  l’excitation directe des accepteurs (Gandia et al., 2008). Par 
conséquent, le BRET est légèrement supérieur au FRET lors de criblages à haut débit. Basé 




point un biocapteur BRET qui mesure le niveau d’AMPc cellulaire (Jiang et al., 2007). 
Afin de mesurer le niveau d’AMPc, le biocapteur BRET est composé d’une EYFP 
(accepteur d’énergie), d’une Rluc (donneur d’énergie) et entre ces deux rapporteurs de 
BRET, des domaines de EPAC-1, une protéine qui lie naturellement l’AMPc, ont été 
ajoutés (voir Figure 19, page 75). Comme cette protéine EPAC-1 a comme principale 
fonction d’activer une petite protéine G (Rap-1), des mutations dans son domaine 
d’interaction avec cette GTPase ont été introduites afin d’éviter de perturber cette voie de 
signalisation. Le ratio BRET de base obtenu avec ce biocapteur est relativement élevé, par 
contre la fixation d’AMPc produit un changement de conformation au sein du biocapteur 
qui altère la distance entre les deux rapporteurs. Concrètement l’augmentation de la 
concentration d’AMPc cellulaire produit une diminution du signal de BRET. Cet outil 
représente une méthode de choix pour suivre la production d’AMPc cellulaire en temps réel 
suite à l’activation de récepteurs couplés Gs. 
 









Combinaison et Multiplexage des technologies de RET  
 
Avec l’explosion des nouvelles protéines fluorescentes, il est maintenant possible 
d’imaginer la détection d’interactions impliquant plus de deux partenaires. Afin d’y 
parvenir, différentes approches ont été décrites dans la littérature ayant comme point en 
commun la combinaison de différentes techniques de mesure d’interactions entre deux 
partenaires, tels les RET et les essais de complémentation protéique (PCA), de protéines 
rapporteuses de fluorescence biomoléculaire (BiFC) (Hu et al., 2002) ou de luminescence 
(BiLC) (Paulmurugan et Gambhir, 2003). Les essais BiFC et BiLC sont basés sur la 
reconstitution d’un chromophore ou d’une activité enzymatique respectivement, suite au 
rapprochement des fragments de la protéine rapporteuse séparée en deux. Ainsi les deux 
fragments sont fusionnés génétiquement aux protéines d’intérêt et lorsqu’il y a proximité 
entre les deux protéines d’intérêt, l’activité de la protéine rapporteuse est rétablie. Utilisant 
cette technique de BiFC, le groupe du Dr. Regan a montré la reconstitution de la EGFP 
suite à l’interaction de deux domaine leucine-zipper qui ont été fusionnés chacun à une 
portion de la EGFP (Magliery et al., 2005). Par la suite, cette méthode a rapidement été 
reprise pour les différentes variantes de la GFP (voir Tableau X, page 76).  
 
Tableau X: Liste des différentes GFP et luciférase utilisées en PCA 
Ex, excitation; Em, émission; Ch, coelenterazine-h 
 Protéines Site de coupure Ex/Em 
BiFC EGFP 157–158 485/500 
 YFP, Citrine, Venus 154–155 et 172–173  515/528  
 CFP, Cerulean 154–155 et 172–173  452/478  
 mRFP1-Q66T 154–155 et 168–169 549/570 
 mCherry 159–160 587/610 
BiLC  RLuc 110–111 Ch/485  






En utilisant le couplage du BiFC de la YFP avec la technique de BRET, le groupe du Dr. 
Bouvier a été en mesure de montrer l’interaction entre trois protéines, soit un dimère de 
récepteur CRLR avec une protéine régulatrice RAMP (Heroux et al., 2007). De plus, il est 
possible de coupler le BiFC avec le FRET et ainsi pouvoir suivre la localisation cellulaire 
des différentes interactions, comme dans le cas de la formation nucléaire d’un complexe 
quaternaire entre un hétérodimère Fos/Jun et la sous-unité p65 de NF-kappaB (Shyu et al., 
2008).  
 
L’utilisation séquentielle de techniques de RET a également permis d’observer des 
complexes protéiques à trois partenaires. En utilisant la combinaison du transfert d’énergie 
entre CFP - YFP et entre YFP-mRFP, appelé 3-FRET, le groupe du Dr. Sorkin a démontré 
le transfert séquentiel à l’intérieur d’une protéine de fusion CFP-YFP-mRFP possédant des 
sites de coupure protéolytiques entre les protéines fluorescentes (Galperin et al., 2004). De 
plus, ils ont montré la formation d’un complexe protéique à trois protéines entre le 
récepteur tyrosine kinase EGFR et deux protéines régulatrices de son activité, soit Cbl et 
Grb2. En parallèle, le groupe du Dr. Franco ont démontré la formation d’un complexe 
réceptoriel comprenant trois récepteurs, soit le récepteur adénosine 2A, le récepteur 
dopamine D2 et le récepteur canabinoïde CB1, en utilisant un transfert d’énergie BRET 
entre la luciférase et la GFP2 suivi d’un transfert d’énergie FRET entre la GFP2 et la YFP 
(Carriba et al., 2008). Cette technique est nommée transfert d’énergie de résonance 
séquentiel (SRET). Pour diverses raisons techniques, le transfert séquentiel FRET et 
BRET-FRET (SRET) reste à ce jour contesté, et plusieurs mises au point seraient requises 
afin de démontrer hors de tout doute la validité de cette approche. Une partie de la 






Figure 20: Combinaisons de RET et PCA 
 
De façon logique, après avoir mesuré la formation de complexes à trois protéines avec 
l’utilisation du BiFC-BRET, certains groupes ont appliqué le concept à la mesure des 
complexes à quatre protéines. En couplant le BiFC avec le BiLC, et en mesurant un 
transfert d’énergie entre les deux protéines rapporteuses reconstituées, il est possible de 
suivre la formation de complexes à quatre protéines. Le groupe du Dr. Hebert et le groupe 
du Dr. Javitch ont démontré la formation de complexes comprenant quatre récepteurs β2-




chacun des deux fragments de Rluc et de YFP aux récepteurs (Guo et al., 2008). Les 
évidences de complexes comprenant quatre récepteurs sont davantages convaincantes dans 
le cas de l’étude du Dr. Javitch, car leurs résultats ont été confirmés par la modélisation des 
interfaces d’interaction ainsi que des études de réticulation (cross-linking) (Guo et al., 
2008). Théoriquement, il serait possible de poursuivre l’idée dans la même direction en 
utilisant plusieurs BiFC et BiLC afin de mesurer des transferts d’énergie séquentiels pour 
suivre la formation de complexes à cinq voire même à six protéines (voir Figure 20, page 
78).  
 
La combinaison des techniques de RET et PCA permet de mesurer la formation de 
complexes à plus de deux partenaires. Par contre, le signal résultant de ce transfert 
d’énergie suite à la reconstitution des rapporteurs nécessite la présence de tous les 
partenaires en même temps, ce qui limite leur utilisation à la mesure de complexe 
protéique. Afin de mesurer plusieurs événements cellulaires en même temps et de façon 
indépendante, certaines technologies ont été mises au point dans les dernières années. 
L’une de ces techniques, la plus développée dans la lecture simultanée (multiplexage) de 
bio-essais, est la technologie xMAP de Luminex. Cette technologie est basée sur la 
séparation par cytométrie de flux de microsphères possédant un code de couleurs 
spécifiques et qui peuvent être marquées de façon différentielle permettant théoriquement 
le multiplexage de plus de 100 différents essais dans une seule réaction (Pang et al., 2005). 
Présentement, il est possible d’avoir des trousses d’essais pour mesurer la phosphorylation 
de sept kinases (IR, IGF-1R, IRS-1, Akt, PRAS40, p70S6 et GSK-3β) impliquées dans la 
voie de signalisation Akt dans un lysat cellulaire. Le principal désavantage de cette 
technique est la nécessité de mesurer les différents signaux in vitro suite à la lyse cellulaire. 
 
Afin de permettre une lecture en cellules vivantes, certains groupes ont commencé à utiliser 




mutiplexing de biocapteurs des petites protéines G, Rac, Cdc43 et RhoA, avec l’assistance 
de calculs informatiques afin de mettre au point un modèle d’activation différentiel de ces 
GTPases lors du remodelage de la membrane plasmique (Machacek et al., 2009). La prise 
de donnée de chacun des biocapteurs est effectuée dans des expériences séparées et la 
relation entre ces divers événements est comptabilisée afin de générer le modèle final. En 
d’autres mots, seuls les résultats individuels sont multiplexés et non la prise du signal, ce 
qui ne simplifie pas réellement l’expérience.  
 
Dans le but d’intégrer différentes voies de signalisation suite à l’activation des RCPG, le 
groupe du Dr. Roe a utilisé en concomitance le biocapteur FRET d’AMPc et la molécule 
fluorescente sensible au calcium Fura-2. En présence d’AMPc cytoplasmique, le biocapteur 
de FRET change de conformation et donne ainsi un signal de FRET différent. De son côté 
le Fura-2, une petite molécule perméable à la membrane plasmique, possède deux pics 
d’excitation à 340 nm et à 360 nm qui sont sensibles à la liaison de calcium. Par 
conséquent, le ratio 340/360 va varier en fonction de la concentration cellulaire de calcium 
(Harbeck et al., 2006; Landa et al., 2005). Cette étude a permis de démontrer une relation 
étroite temporelle entre l’oscillation du niveau de production d’AMPc et l’augmentation de 
la concentration cytoplasmique de calcium suite à la dépolarisation de la membrane 
plasmique dans les cellules MIN6 (Landa et al., 2005). 
 
Très peu d’études utilisent le multiplexage des différents signaux dans un seul essai sur des 
cellules entières. Une partie de cette thèse est justement consacrée à l’élaboration de 
nouvelles méthodes d’utilisation combinée d’essais de BRET / FRET et de multiplexage 





Objectifs de la thèse 
 
L’étude moléculaire des récepteurs de type RCPG est au cœur même de la compréhension 
des mécanismes impliqués dans la transmission de l’information extracellulaire aux 
cellules, ainsi que l’adaptation de ces dernières à leur environnement. Avec les exemples 
grandissants de la formation d’homodimère/hétérodimère/oligomère de récepteurs 
fonctionnels pour certains RCPG, il est important de revisiter et d’adapter les différents 
modèles de signalisation proposés afin d’inclure cette nouvelle réalité. Cette thèse, qui est 
dédiée à l’étude de la formation moléculaire de complexes protéiques impliqués dans la 
signalisation des RCPG, vise deux grands objectifs 1) développer de nouvelles approches 
technologiques pour l’étude des interactions protéine-protéine, 2) appliquer ces approches à 
l’étude des complexes signalétiques des RCPG.      
 
 
Principaux objectifs technologiques : 
 
1- La mise au point de nouvelles configurations de BRET et leur combinaison dans un 
seul et même essai, en tirant profit de l’amélioration de la luciférase de renilla et de 
l’augmentation du nombre de couleurs de protéines fluorescentes disponibles.  
 
2- L’utilisation combinatoire des configurations de BRET400-GFP (aussi connu sur le 
nom BRET2) et de BRET480-YFP (aussi connu sur le nom  BRET1), afin de mesurer 
les trois interactions binaires  indépendantes qui sont présentes au sein d’un 
complexe à trois protéines, dans les mêmes conditions cellulaires. 
 
Principaux objectifs biologiques : 
 
3- Mesurer la cinétique de recrutement des protéines régulatrices, leurs effets sur la 
formation des complexes récepteur/protéine G, ainsi que l’effet de ces différentes 
protéines régulatrice entre elles. 
 
4-  Déterminer la possibilité de détecter différentes sous-unités Gα dans un même 
complexe avec des récepteurs et tester l’influence de tels complexes sur la 










Multiplexing of Multicolour Bioluminescence Resonance Energy Transfer 
Assays Allows Simultaneous Monitoring of G Protein Engagement and 
Second Messenger Generation. 
 
Billy Breton, Christian Le Gouill and Michel Bouvier 
 
Le transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) est une méthode sensible 
permettant de mesurer des interactions protéines-protéines et de détecter la signalisation des 
RCPG via l’utilisation de biocapteurs en cellules vivantes. Par contre, il est difficile de 
mesurer différents événements cellulaires en parallèle avec le BRET. Avec l’amélioration 
de la bioluminescence de la luciférase de renilla, en mutant deux résidus (C124A et 
M185V) ainsi que la mise au point de plusieurs nouvelles couleurs de protéines 
fluorescentes (FP), il a été possible de mettre au point trois nouvelles configurations de 
BRET ayant comme substrat la coelenterazine-400a (Coel-400a); BRET400-BFP qui utilise la 
BFP, BRET400-CFP qui utilise la CFP ainsi que BRET400-mAmetrine qui utilise la mAmetrine 
comme accepteur d’énergie. Comparativement au BRET400-GFP (aussi appelé BRET2), les 
trois nouvelles configurations de BRET sont légèrement moins sensibles, par contre la 
GFP2 utilisée dans le cas du BRET400-GFP n’est pas adaptée pour faire des lectures 
simultanées de différents signaux de BRET. En revanche, l’utilisation combinatoire du 
BRET400-BFP et du BRET400-mAmetrine a permis pour la première fois de mesurer en parallèle 
différents signaux de BRET, dans les mêmes cellules. Ainsi, il a été possible de suivre 
l’activation de la protéine G en même temps que la production d’AMPc par un récepteur 
couplé à Gαs, le récepteur à la vassopressine de type 2 (V2R). En plus de fournir une plus 
grande variété de couleur de BRET, la mise au point de trois nouvelles configurations de 
BRET a permis de combiner différents signaux de transfert d’énergie dans un seul essai, 
permettant ainsi de suivre différentes voies de signalisation en parallèle, dans des 
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Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) is increasingly used to monitor protein-
protein interactions and cellular events in cells. However, the ability to monitor multiple events 
simultaneously is limited by the spectral properties of the existing BRET partners. Taking 
advantage of newly developed renilla luciferases and blue-shifted fluorescent proteins, the 
possibility of creating novel BRET configurations using a single luciferase substrate and 
distinct fluorescent proteins was explored. Three new BRET assays leading to distinct colour 
bioluminescence emission were generated and validated. The spectral properties of two of the 
fluorescent proteins used (EBFP2 and mAmetrine) and the selection of appropriate detection 
filters permitted the concomitant detection of two independent BRET signals without cross-
interference in the same cell following addition of a unique substrate for renilla luciferase-II, 
coelentrazine-400a.  Using individual BRET-based biosensors monitoring the interaction 
between the V2-vasopressin receptor and the G protein γ2 subunit and the production of cAMP, 
we established the proof of principle that two new BRET configurations can be multiplexed to 
simultaneously monitor G proteins engagement by their receptor and the ensuing production of 
a second messenger. The development of this new multiplexed BRET configuration opens 
perspectives for concomitant monitoring of various independent biological processes in living 
cells.  
Keywords (6): Biosensor, BRET, Fluorescent protein, Spectral analysis, Vasopressin receptor, 




 Introduction  
 
Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) is a natural phenomenon occurring in a 
variety of coelenterates, such as Aequorea, Obelia, Phialidium and Renilla. It is based on 
the transfer of non-radiative energy originating from the luciferase-mediated oxidation of 
coelenterazine (the donor), to a fluorescent protein (FP) acting as the energy acceptor that 
reemits part of the energy as photons (1). BRET occurs only if the donor and acceptor 
proteins are in close proximity (typically less than 100 Å) (2), and if the emission spectrum 
of the donor overlaps sufficiently with the excitation spectrum of the acceptor. The BRET 
phenomenon can be easily detected if the Stoke’s shift between the excitation and emission 
spectra of the FP is sufficient for the light emission of the acceptor to be spectrally resolved 
from the donor’s emission. Based on these properties, and the fact that the efficacy of the 
transfer varies with the 6th power of the distance between the donor and the acceptor, BRET 
has been used as an alternative to fluorescence resonance energy transfer as a proximity-
based assay to monitor macromolecular interactions and conformational rearrangements (3, 
4). More precisely, the luciferase from Renilla reniformis (Rluc) and different FP variants 
of Aequorea vitoria’ GFP, were genetically fused to distinct proteins to monitor their 
possible interactions in living cells (5, 6). In other cases, the energy donor and acceptor 
were fused to a single protein to monitor conformational changes that can be used as 




usedin combination with Rluc-fused proteins, as energy acceptors, to monitor protein-lipid 
(9) and protein-RNA interactions (10) in living mammalian cells. 
To date, three major BRET configurations using distinct Rluc substrates and FPs 
were developed and used for protein-protein interaction and conformational rearrangement 
monitoring.  BRET1 uses coelenterazine-h (Coel-h) and a yellow FP (YFP) (5, 6), 
coelenterazine-400a (Coel-400a) and  UV-excited green FPs (uvGFP) for BRET2 (11, 12) 
and coelenterazine-h (Coel-h) and the monomeric orange FP (mOrange) for BRET3(13). 
Each of these BRET assays present advantages that can be exploited for specific 
applications. BRET3 resulting in the emission of red light , is less likely to be quenched by 
biological tissues (compared to yellow and green for BRET1 and 2)  and would thus 
facilitate in-vivo detection. BRET2 has the best signal to noise ratio of the three 
configurations due to the larger Stoke’s shift of the uvGFPs and allows monitoring of 
smaller BRET changes.  BRET1 results in the highest absolute signal, in part due to the 
very high quantum yield of YFP, allowing detection of BRET between proteins expressed 
at lower levels. In addition, BRET1 and BRET2 can be combined to allow monitoring of 
three pairwise interactions within the same cell populations (14). However, none of the 
BRET partners, used so far, allows for simultaneous spectral resolution of signals, a 
prerequisite for true multiplexing in a single cell. The ability to multiplex BRET signals 
would allow detection of distinct biological processes simultaneously in a single cell. 
With the objective of developing BRET configurations that could be multiplexed, 




identification and characterization of new BRET partners would lead to more flexibility for 
using BRET in different experimental conditions and could allow using existing collection 
of proteins already in fusion with different FPs. For this purpose, we took advantage of the 
recently developed mutant form of Rluc (RlucII) that increases its bioluminescence by a 
factor of 3 to 45 times depending of the coelenterazine used as substrate (15). Such an 
increase in the amount of energy emitted by RlucII should theoretically allow monitoring of 
energy transfer to FPs for which, transfer could not be readily detected using wild-type 
Rluc due to their less than optimal excitation spectrum overlap with the donor emission 
spectrum. FPs were selected and tested on the basis that they could all be excited by the 
same energy donor: Rluc-Coel400a and because they exhibit Stoke’s shifts, which allow 
sufficient spectral resolution for multiplexing BRET signals.  
In the present study, we established the ability of four additional FPs (EBFP2, sCFP3a, and 
mAmetrine) to accept energy transfer from RlucII/coel-400a, generating three new BRET 
configurations. The spectral properties of mAmetrine and EBFP2 allow for multiplexing 
with RlucII/coel-400a as an energy donor and thus a simultaneous monitoring of two 
independent biological phenomena in a single cell.  
 
Materials and Methods 
Plasmids 
All fusion proteins in this study were subcloned in pcDNA3.1 vector (Invitrogen, Carlsbad, 




Missouri University of Science and Technology (www.cdna.org). The GFP10-Gγ2 
construct was previously described (16). From GFP10-Gγ2, constructs for EBFP2-Gγ2, 
sCFP3A-Gγ2 and mAmetrine-Gγ2 were derived by excising the GFP10 coding sequence 
with NheI-BamHI and replacing it by a PCR-amplified coding sequence of EBFP2, 
sCFP3A and mAmetrine, respectively. EBFP2 (17), and mAmetrine (18) were from 
AddGene (Cambridge, MA, USA) and sCFP3 was generously provided by Dr. Gadella 
(19). The V2R-RlucII fusion was done by PCR from V2R cds and a mutant form of Rluc 
(15) in which C124 and M185 were replaced by alanine and valine residues, respectively. 
This mutant Rluc, named RlucII, demonstrates a enhanced energy output from improved 
enzymatic properties. The BRET-cAMP biosensors were derived from already published 
GFP10-EPAC-RlucII fusion protein (20), in which GFP10 was replaced by the appropriate 
FPs using NheI-BamHI restriction enzymes (as described above for the GFP10-γ2) to 
generate EBFP2-EPAC-RlucII, sCFP3A-EPAC-RlucII and mAmetrine-EPAC-RlucII. 
Sequence integrity for the different clones was confirmed by DNA sequencing.   
 
Cells culture and transfection 
HEK293s cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
supplemented with 10% foetal bovine serum, 100 U/mL penicillin/streptomycin and 2 mM 
L-glutamine (Wisent, Qc, Canada) and, incubated at 37°C in 5% CO2. Two days before the 
experiments, 250 ng of total DNA was transfected in 40 000 cell/ml and distributed in poly-




(Perkin–Elmer, Waltham, MA, USA), using polyethylenimine 25 kD linear (PEI; 
Polysciences, Warrington, PA, USA) as transfecting agent (3:1 PEI/DNA ratio). 1- 50 ng of 
each of the expression vectors was diluted in 150 mM NaCl and the total quantity of DNA 
was completed at 250 ng with Salmon Sperm DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
 
Bioluminescence and fluorescence spectra detection 
Cells expressing the individual FP-EPAC-RlucII fusion protein were seeded at 100 000 
cells/well in a 96-well white Optiplate (Perkin–Elmer, Waltham, MA, USA) and the 
fluorescence spectra were acquired every 2 nm between 430-600 nm after excitation at 400 
nm using a FlexStationII microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 
The bioluminescence spectra were acquired every 5 nm between 360-600 nm after two 
minutes exposure to 5 μM coelenterazine 400a (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) using 
the FlexStationII microplate reader. The graph represents the bioluminescence expressed as 
a fraction (%) of the donor’s maximum intensity in function of the wavelength.  
 
BRET measurements 
Transfected cells were washed twice, directly in the 96-well culture plates, with phosphate 
buffered saline (PBS) and kept in 100µl of PBS. BRET was monitored 10 minutes after 
addition of 5 µM coelenterazine 400a, in a Mithras LB 940 microplate reader (Berthold 
Technologies, Bad Wildbad, Germany) equipped with different acceptor /donor emission 




480±20 nm; Filter set 2: acceptor 515±20 nm/donor 400±70 nm ; Filter set 3: acceptor 
480±20 nm/donor 400±70 nm and Filter set 4: acceptor 550 longpass/donor 400±70 nm. 
For dual BRET assays, measurements were taken with three filters to follow multiple 
energy transfers: 400±70 nm for the common donor (RlucII-Coel400a), 480±20 nm for 
EBFP2 BRET and 550 longpass for mAmetrine BRET. BRET signals were derived from 
the emission detected with the energy acceptor filter divided by the emission detected using 
the energy donor filter. Finally, the specific BRET signal was defined as the difference 
between the total BRET signals and the one obtained with RlucII alone.  
 
Statistical analysis 
Statistical significances of the differences between conditions were assessed by two-way 
ANOVA followed by Bonferroni post-tests with the PrismTM 4.0 software (GraphPad 







BRET400-GFP (also known as BRET2) is characterized by an energy transfer from the Rluc-
mediated oxidation of coelenterazine-400a (Coel-400a) to UV-shifted GFPs that can be 
excited at 400 nm and reemit light at 510 nm (ex: GFP2 and GFP10) (4). Recently 
described FPs with different emission wavelengths and Stoke’s shifts, but close excitation 
peak in the dark-blue region of the spectrum; EBFP2 (17), sCFP3A (19) and mAmetrine 
(18), could represent potential BRET partners for Coel-400a/RlucII for creating novel 
BRET configurations emitting at different colours . To assess the possible energy transfer 
between Coel-400a/RlucII and these fluorescent proteins, bioluminescence spectra were 
measured from cells expressing an unimolecular BRET-based cAMP-biosensor of each 
color, EBFP2-EPAC-RlucII, sCFP3A-EPAC-RlucII, mAmetrine-EPAC-RlucII and 
GFP10-EPAC-RlucII. As shown in Fig. 1A-D, the spectra were characteristic of an energy 
transfer since, both RlucII and FPs’ light emissions were observed. In order to determine 
whether the second peak truly results from fluorophore reemission, which in some cases is 
a relatively small shoulder (ex: EBFP2), the spectrum for a non-BRET competent mCherry-
EPAC-RlucII construct (equivalent to RlucII alone) was subtracted from the recorded 
spectrum for each FP. As seen in Fig. 1E, the resulting spectra were essentially identical to 
those obtained following direct light excitation of each FPs (Fig. 1F), confirming that the 




Since all constructs have essentially the same structure and sequence except for a few 
mutations within the FPs leading to their specific spectral properties, the observed 
differences in emission intensity result from their distinct intrinsic ability to be excited and 
reemit transferred energy from the Coel-400a/RlucII. The differences are dictated by the 
extent of overlap between the RlucII/Coel400a emission spectrum and the excitation 
spectrum of a given FP, as well as the quantum yield of the individual fluorophores. Based 
on the spectral overlap, the best partners for the energy transfer with RlucII/Coel400a are in 
decreasing order: GFP10, mAmetrine, sCFP3A and EBFP2. Yet, for the amplitude of their 
emission peak (area under the reemission peak), the order was GFP10 (175.8) > sCFP3A 
(127.1) = mAmetrine (121.0) > EBFP2 (40.8), which is consistent with the cumulating 
effect of the donor emission/acceptor excitation overlap and the fluorophore quantum yield, 
on BRET efficacy. The relatively small reemission observed for EBFP2 is to be expected, 
given its relatively low quantum yield and a left-shifted excitation maximum peak (386 
nm), when compared to the other fluorescent proteins (21). The above data illustrate that 
energy transfer can be monitored between RlucII/Coel400a and the four UV-shifted FPs 
tested, opening the possible development of three novel BRET assays; BRET400-BFP, 
BRET400-CFP, and BRET400-mAmetrine with EBFP2, sCFP3A and mAmetrine, respectively.  
 
Multi-colour BRET: 
Given the different spectral properties of the confirmed BRET pairs, we then explored 




donor/acceptor filter sets were tested (480/530, 410/515, 410/480, 410/550) for monitoring 
bi-molecular BRET between the V2 vasopressin receptor in fusion with RlucII (V2-RlucII) 
and the γ2 subunit of an heterotrimeric G protein in fusion with the different FPs (FP-Gγ2) 
upon stimulation of the receptor with increasing concentration of arginine-vasopressin 
(AVP). As shown in Fig. 2A-D, both basal and AVP-promoted BRET increases were 
detected between FP-Gγ2 and V2R-RlucII for several FPs and filters combinations. The 
basal BRET signal has been attributed to pre-coupling of the receptor with the G protein, 
whereas the agonist-promoted increase reflects a functional engagement of the G protein by 
the receptor (16, 22, 23). The BRET generated by specific FPs were differentially detected 
by distinct filter sets but perfect correlations between basal and agonist-promoted BRET 
increases were observed independently of the filter set used (Fig. 2E), indicating that the 
characteristics of the different filters only affect the intensity of the detected signal. Also, 
the detected EC50 for an AVP-stimulated increase in BRET between V2R-Rluc and each of 
the FP-Gγ2 were essentially the same, independently of the identity of the FPs or the filter 
combinations. The optimal filter sets for detecting BRET signals were distinct between 
each FP; filter set 1 was optimal for GFP10 and mAmetrine whereas filter set 3 was for 
sCFP3A and EBFP2.  These combinations of filters and FPs are thus optimal for 
developing multiplexing of four well resolved BRET assays. It is noteworthy that even for 
EBFP2, which yielded the weakest energy transfer (Fig.1A), the selection of a proper filter 




Interestingly, some of the filter sets did not detect the BRET signal generated by some FPs. 
For example, no BRET could be detected with the mAmetrine-Gγ2 in filter set 3 or with 
EBFP2-Gγ2 in filter set 4. Yet, good BRET signals were observed for mAmetrine-Gγ2 with 
filter sets 4, set 1 and to a lesser extent with set 2 and, for EBFP2-Gγ2, with filter set 3 and 
to a lesser extent with set 2. The absence of detected BRET between V2R-RlucII and 
Gγ2,with certain FPs and some filter sets, did not result from a lack of interaction but from 
the inadequacy of these filters for resolving emissions from an energy transfer. 
 
A BRET between RlucII and either mAmetrine or EBFP2 can be detected by distinct filter 
sets without cross-contamination and the monitoring of two independent energy transfer 
between a common donor (Rluc emission: 400±35nm) and two acceptors (EBFP2 
emission: 480±20nm and mAmetrine emission: 550 long pass) can be read simultaneously 
in the same cell. 
 
Multiplexing BRET 
To experimentally determine whether simultaneous measurements of BRET between 
RLucII and both EBFP2 and mAmetrine could be used to differentially follow two events 
within the same cell, EBFP2-Gγ2, V2R-RlucII and mAmetrine-EPAC-RlucII were co-
transfected to monitor both the G-protein engagement by V2R by direct interaction and the 
production of cAMP by an unimolecular cAMP-biosensor based on a conformational 




EBFP2-Gγ2, a significant basal and an AVP- promoted increase in BRET400-BFP were 
detected (Fig 3A), reflecting the engagement of the G protein by the receptor whereas no 
significant BRET400-mAmetrine was observed (Fig 3B). In cells co-expressing V2RlucII and 
mAmetrine-EPAC-RlucII a significant AVP- and forskolin-promoted decrease in BRET400-
mAmetrine was detected (Fig. 3B), which indicated an increase in cAMP levels; no BRET400-
BFP was detected in these cells (Fig3A). These results confirmed the selectivity of each filter 
sets for detecting only one of the two BRET events. In cells co-expressing V2R-RlucII, 
EBFP2-Gγ2 and mAmetrine-EPAC-RlucII, AVP promoted a significant increase in 
BRET400-BFP (Fig 3A), reflecting the engagement EBFP2-Gγ2 by V2R-RlucII as well as a 
concomitant decrease in BRET400-mAmetrine (Fig 3B) reflecting increase in cAMP levels. 
Forskolin-stimulated cAMP production also promoted a reduction in BRET400-mAmetrine (Fig 
3B) but did not affect the BRET400-BFP (Fig 3A), which is consistent with the ability of 
Forskolin to stimulate adenylyl cyclase independently of the receptor/G protein interaction. 
It is worth mentioning that the basal BRET400-BFP , observed in cells co-expressing V2R-
RlucII, EBFP2-Gγ2 and mAmetrine-EPAC-RlucII, is lower than in cells expressing only 
V2R-RlucII or EBFP2-Gγ2 (Fig. 3A). This can easily be explained by the fact that BRET is 
a ratio of EBFP2-emission/RlucII-emission and that the RlucII signal originated from both 
V2R-RlucII and mAmetrine-EPAC-RlucII in these cells. Interestingly, the AVP-promoted 
BRET400-BFP increase was very similar in the two transfection conditions (73 ± 29% vs 60 ± 
11% for cells expressing both or only one RlucII biosensors, respectively) indicating that 




As shown in Fig. 3C, in cells co-expressing V2R-RlucII, EBFP2-Gγ2 and mAmetrine-
EPAC-RlucII, AVP promoted an increase in BRET400-BFP and a decrease in BRET400-
mAmetrine with similar EC50s (9.4 ± 2.8 nM vs 2.4 ± 0.2 nM).  These values were in the same 
range of its Kd (~2nM) (24), which is consistent with the fact that both G protein 





Our study led to the development of three new BRET generations that complement the 
existing ones and, provided for the first time a toolbox for simultaneous multiplexing of 
spectrally resolved BRET assays within the same cell.  
Multicolour BRET 
To date, three configurations of genetically encoded BRET assays, using Rluc as the 
energy donor, have been described: BRET1, 2 and 3. BRET 1 and 3 use coel-h as the Rluc 
substrate for transferring energy to YFPs (eYFP, citrine, venus, YPET) and RFPs 
(mOrange, mTomato and sdTomato), respectively. BRET2 uses Coel-400a and Rluc as an 
energy donor and a uvGFPs (GFP10, GFP2 and Sapphire) as energy acceptors. In this 
study, three additional new BRET generations are presented.   They all use coel-400a as an 
Rluc substrate and acceptor FPs that can be excited at a similar wavelength (~400 nm) but 
emit at different colours as a result from distinct Stoke’s shifts. To prevent confusion 
between the different Rluc-based BRET configurations, we propose a new nomenclature by 
indicating first the emission peak of the donor, followed by the name the prototypical FP, 
which usually reflect its emission colour. According to this nomenclature, the 3 new BRET 
assays developed herein would be: BRET400-BFP, BRET400-CFP and BRET400-mAmetrine and, 
BRET1, 2 and 3 would become: BRET480-YFP, BRET400-GFP and BRET480-Orange, 
respectively.  
When comparing the transfer efficacy of the four BRET400-FP, the original BRET400-GFP 




RLuc emission and FP excitation spectra. The lowest transfer efficacy was observed for 
BFP, then CFP and Ametrine; this most likely explains why BRET using these FPs was not 
reported until now. Only the availability of Rluc mutant forms, such as Rluc8 and RlucII 
(15, 25), that emit higher levels of bioluminescence upon oxidation of Coel400a, opened 
the possibility of using BFP, CFP and mAmetrine as viable BRET2 acceptors. Indeed, in 
our hands the amount of light emitted by RlucII, as compared to the wild type enzyme, is 
50-200 fold higher thus leading to detectable transfer to BFP, CFP and mAmetrine despite 
of a sub-optimal overlap between RlucII-400a emission and FPs excitation spectra. The 
selection of optimal filter sets to quantify the BRET generated by specific fluorophores is 
also an important parameter to obtain the best signal to noise ratio. Indeed, BRET being a 
ratio between the emissions a FP over Rluc, the wavelength band-pass of the filters will 
directly influence the amplitude of the BRET signal determined. Larger BRET ratios are 
obtained by selecting filters that favour the detection of the FP over that of the Rluc 
emission. It is however important not to affect the dynamics range of the signals, to select a 
filter band-pass that will allow the detection of sufficient amount of light to remain within 
the linear range of the detectors. A good illustration of this phenomenon is provided by 
observation that the filter set generating the largest signal for the BRET400-GFP are Rluc em: 
480±20nm GFPem 530±20 and not Rluc em: 410±35 nm; GFP em: 515±15 nm that are 
commonly used for this type of BRET (11, 12). The filter sets used do not affect the 
amplitude of the response since the increase in basal signal was directly proportional to the 




the larger absolute signals allow the detection of small BRET that could be partially hidden 
in the background noise when non-optimal filter sets are used.  
 
Although BRET400-GFP, which corresponds to traditional BRET2, remains the BRET system 
generating the largest signal with RlucII-400a, access to additional BRET colours provides 
diverse advantages. First, the ability to perform BRET400-CFP represent an interesting 
alternative to directly use the many proteins and protein libraries that are already CFP-
tagged for studying proteins localization or protein interaction in FRET-based systems. 
Moereover, some FPs such as mAmetrine and EBFP2 have similar excitation profiles but 
different Stoke’s shifts resulting in spectrally resolvable emission spectra that allow 
multiplexing for the simultaneous detection of two distinct BRET events with a single Rluc 
substrate in living cells. It should also be noted that even though a single prototypical FP 
was used for each of the new BRET colour, a selection of FPs could be used for two of the 
new BRET generations: BRET400-BFP (EBFP, EBFP2, mKalama1), BRET400-CFP (ECFP, 
sCFP3a, CYPET, mCerulean, mTFP1.0 ). In some cases, the specific biophysical properties 
of some FPs could make them preferred choices. 
 
Multiplexing BRET  
A few studies described genetically-encoded dual FRET-based assays (26) that allow 
detecting two FRET simultaneous events within  the same cell. These assays provide the 




application  remains a challenge for BRET due to the low level of light emitted by Rluc and 
the low sensitivity of microscopy imaging detectors. However, the quantification of two 
FRET events is complicated by the fact that only a limited numbers of FP pairs are 
available for efficient transfer. For most existing pairs, the excitation of the donor with a 
light source leads to the direct excitation of the acceptor. Moreover, the emission spectra of 
the existing FP FRET acceptors are similar making their spectral resolution difficult leading 
to spectral bleed-through. This forces the use of mathematical correction factors that are not 
always easy to reduce to practice and require additional control measurements. When 
measuring RET using plate readers, in contrast to the situation in microscopy, BRET is 
more sensitive than FRET. This is due in part to the high sensitivity of the PMT detectors 
used in plate readers that allows easy detection of BRET. Moreover, light excitation of the 
donor leads to some level of cellular autofluorescence, is limiting the dynamic range of the 
FRET responses (27). Thus, for different applications, (ie: imaging vs activity detection in 
plate readers), either technique may be preferred.  
  Our study presents a first proof of principle that two BRET events can be monitored 
simultaneously within the same cell. BRET400-BFP monitored the engagement of Gγ by V2R 
whereas BRET400-mAmetrine detected the conformational rearrangement of a cAMP biosensor. 
Both events triggered by the activation of the receptor were observed within the same cells 
without cross-interference of the individual signals. This multiplexing method is distinct 
and complementary to other BRET approaches previously reported. For instance, the 




allows the detection of the two signals in the same cell population but not simultaneously in 
the same cell, due to the use of two different Rluc substrates and the difficulty in resolving 
the 4 distinct spectra.  However, the BRET400-GFP/BRET480-YFP combination also allows 
detecting FRET between GFP and YFP giving access to all pair-wise RET events between 
three partners, something that cannot be done with BRET400-BFP/BRET400-mAmetrine 
multiplexing. The BRET400-BFP/BRET400-mAmetrine multiplexing allow the monitoring of two 
BRET signals simultaneously in a single well, this facilitates kinetic comparisons between 
the two events and reducing the number of manipulation steps needed, thus opening the 
door to high-throughput screening applications. By its ability to monitor events 
independently, BRET400-BFP/BRET400-mAmetrine multiplexing, is also distinct from recently 
developed sequential RET (28) and bimolecular fluorescence complementation BRET 
assays (29, 30) that are designed to monitor a single event involving three partners.  
In the present study, BRET400-BFP/BRET400-mAmetrine multiplexing was used to combine a 
unimolecular biosensor (mAmetrine-EPAC-RlucII) with two probes (EBFP2-Gγ2 and V2R-
RlucII) detecting a protein-protein interaction. However, the assays would also allow  
combining of two unimolecular biosensors or three probes for monitoring the interaction of 
one partner in fusion with RlucII with two distinct partners in fusion with mAmetrine and 
EBFP2, respectively. In the latter case, the extent of BRET observed with each of the 
partner will be influenced by the relative expression levels of the partners. However, these 
levels can easily be determined by measuring the direct fluorescence of the two spectrally 




In addition to introducing three new generations of BRET, our study presented a proof of 
principle that spectrally resolved BRET assays can be multiplexed to monitor two 
independent cellular events. These assays will definitely be valuable tools to monitor 
protein-protein interactions as well as other events such as second messenger production for 
which RET biosensors can be designed. The robustness of the assays and easy 
implementation, should guarantee a wide utilisation as well as their successful combination 
with other approaches such as bimolecular fluorescence or luminescence complementation 
assays (29) (31) to increase the number of interactions that could be simultaneously 
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Figure 1: Bioluminescence and fluorescence emission spectra  
Bioluminescence emission spectra of cells over-expressing EBFP2-EPAC-RlucII (A, blue 
line), sCFP3A-EPAC-RlucII (B, cyan line), GFP10-EPAC-RlucII (C, green line) and 
mAmetrine-EPAC-RlucII (D, dark yellow line) and negative control mCherry-EPAC-
RlucII (A-D, black dash line) were measured following the addition of Coel-400a. The 
bioluminescence of the mCherry-EPAC-RlucII control was subtracted from the emission 
spectrum for each FP-EPAC-RlucII fusion proteins and normalized as a ratio of the 
maximal emission for each FP (E). Fluorescence spectra obtained with cells over-
expressing each FP-EPAC-RlucII fusion proteins were measured following direct 
excitation at 400 nm (F). The curves were generated using the LOWESS fitting equation 
from the PrismTM 4.0 software.  
 
Figure 2: Multicolour BRET measurements 
BRET between V2R-RlucII and either GFP10-Gγ2 (green), EBFP2-Gγ2 (blue), sCFP3A-
Gγ2 (cyan) or mAmetrine-Gγ2 (dark yellow) were measured in cells co-expressing the 
indicated BRET partners and Gα12, in the presence or absence of increasing concentrations 
of AVP. Cells were stimulated for 20 minutes with the indicted concentration of AVP and 
Coel-400a was added 10 minutes before the readings were taken. BRET was measured 
using four different filter sets with specific band-pass as indicated in panels A-D. Results 
are expressed as means ± S.E.M. of three independent experiments, performed in triplicate; 




software. E) The AVP-promoted BRET was plotted as a function of basal BRET signals of 
each pair as measured using each of the 4 filter sets. The linear correlations depicted by 4 
lines correspond to the BRET values determined by the 4 filter sets for each of the BRET 
pairs and were obtained using a linear regression fit from the PrismTM 4.0 software .    
 
Figure 3: Multiplexing BRET  
BRET400-BFP (A) and BRET400-mAmetrine (B) were measured in cells expressing combinations 
of V2R-RlucII, Gα12, EBFP2-Gγ2 and mAmetrine-EPAC-RlucII. BRET was measured in 
the absence of ligand or following 20 minute stimulation with AVP (100nM) or forskolin 
(100µM). Coel-400a was added 10 minutes before readings were taken using a single 
energy donor filter (400±70 nm) and two different energy acceptor filters 480±20 nm for 
BRET400-BFP and 550LP for BRET400-mAmetrine. Two-way ANOVA analyses followed by 
Bonferroni post-tests were used to assess the statistical significance of the differences (**P 
< 0.001). BRET400-BFP between the V2R-RlucII and EBPF2-Gγ2 (squares) and BRET400-
mAmetrine for the cAMP biosensor mAmetrine-EPAC-RlucII (circles) were measured 
simultaneously, in cells co-expressing these constructs, following 20 minute stimulation 
with increasing concentration of AVP (C). The results are expressed as means ± S.E.M. of 
three independent experiments performed in triplicates. The curves were generated using 




















Article 2 : 
Combining Resonance Energy Transfer Methods Reveals a Complex 
Between the α2A-Adrenergic Receptor, Gαi1β1γ2 and GRK2 
 
Billy Breton and Michel Bouvier 
 
La stimulation ainsi que l’arrêt de la signalisation par les RCPG sont des processus 
hautement régulés, par plusieurs types de protéines différentes. Afin de mesurer 
l’importance de certaines de ces protéines régulatrices au niveau de la formation des 
complexes récepteurs / protéines G, l’utilisation combinatoire du BRET400-GFP (BRET2) et 
du BRET480-YFP (BRET1) a été mise au point, pour suivre en parallèle trois interactions 
protéiques indépendantes au sein du même complexe. Les deux configurations de BRET 
utilisent le même donneur d’énergie, soit la luciférase de renilla, excitée par deux substrats 
différents (coelenterazine-h dans le cas du BRET480-YFP et la coelenterazine-400a dans le 
cas du BRET400-GFP), avec comme accepteur d’énergie, des protéines fluorescentes (FP) 
différentes pour chacun des BRET. Ces accepteurs d’énergie sont aussi des partenaires de 
FRET, où la GFP2 (FP du BRET400-GFP) devient un donneur d’énergie pour la YFP (FP du 
BRET480-YFP). Grâce à l’utilisation combinatoire des deux configurations de BRET, il a été 
possible de suivre l’effet de la GRK2 sur le complexe entre le récepteur α2A-AR et la 
protéine G, démontrant que l’entrée de GRK2 amplifie le changement de conformation 
entre Gβγ et le récepteur, sans affecter l’interaction Gα-récepteur. De plus, les cinétiques du 
recrutement de GRK2 au complexe récepteur/protéine G et celle du changement de 
conformation au sein de la protéine G hétérotrimérique, sont les mêmes, démontrant que 
GRK2 peut interagir avec le récepteur/Gαi/Gβγ dans un même complexe. L’utilisation des 
cette nouvelle méthode de mesure d’interaction protéique a permis pour la première fois de 
suivre l’effet d’une troisième protéine sur un complexe préformé, ainsi que de mesurer la 
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Traditionally, G protein-coupled receptor (GPCR) interactions with their G proteins and 
regulatory proteins GPCR kinases (GRK) and arrestins are described as sequential events 
involving rapid assemblies and disassemblies. To directly monitor the dynamics of these 
interactions in living cells, we combined two spectrally resolved bioluminescence and one 
fluorescence resonance energy transfer methods. The RET combination analysis revealed 
that stimulation of α2A-AR leads to GRK2 recruitment to the receptor and its associated 
Gαi1β1γ2 complex indicating that GRK interacts with the receptor before a complete 
dissociation of Gαβγ occurs. The interaction of GRK with Gγ2 and the α2AAR occurred 
with kinetics similar to that of the receptor-promoted change in RET between Gαi1 and Gγ2 
and persisted until the translocation of βarrestin2 to the receptor indicating that GRK2 
remains associated to the receptor/G-protein complex for longer periods than anticipated. 
Moreover, GRK2 or a kinase-deficient GRK2 mutant potentiated the receptor-promoted 
changes in RET between Gαi1 and Gγ2 suggesting that the recruitment of GRK2 to the 
complex contributes to the structural rearrangement of the signaling unit independently of 
the kinase activity. In addition to reveal unanticipated dynamics in GPCR signaling 
complexes, the manuscript presents a methodological approach that will be applicable to 
many biological systems. 
  






The events leading to the activation and desensitization of G protein-coupled receptors 
(GPCR) are generally believed to follow a sequential scheme. Agonist binding to the 
receptor promotes recruitment of the hetrotrimercic G protein and catalyses the exchange of 
GDP for GTP, leading to the dissociation of the Gα and Gβγ subunits from one another and 
from the receptor. Following these events, GPCR kinases (GRK) are believed to be 
transiently recruited to the agonist-bound receptor to catalyse receptor phosphorylation. 
The increased affinity of the phophorylated receptor for βarrestins then promotes their 
association and prevents further productive interactions with the G protein. βarrestins also 
link the receptor to the adaptor protein, AP2, and clathrin leading to endocytosis. However, 
the phosphorylation-independent actions of GRK and the roles of both GRKs (1) and 
βarrestins as scaffolding proteins (2) establishing new signaling modules, challenges this 
sequential vision of G protein signaling regulation. For instance, GRK were shown to 
promote G protein signaling desensitization in a phosphorylation-independent manner (3, 4). 
Although the precise mechanisms remains poorly understood, it was suggested that, at least 
for GRK2, direct binding to Gαq/11 family members through a conserved regulator of G 
protein signaling (RGS) domain may directly inhibit G protein signaling (5). The 
crystallographic structure of GRK2 complexed with Gαq and Gβ1γ2 subunits revealed that 
the kinase can bind Gβγ- and Gαq/11-subunits simultaneously while maintaining a surface 
for a possible concomitant interaction with a GPCR, thus providing a plausible structural 




between GRK2 and Gβγ dimers through the plextrin homology domain of GRK2 has been 
well documented (7-9). These data suggest that complexes between GRK2 and G protein 
subunits may occur upon recruitment of the kinase to the receptors. However, the real time 
interactions between GRK2 and G proteins have not been investigated in living cells.  
 
In the last few years, fluorescent and luminescent proteins tagged to proteins of interest 
have considerably contributed to the study of protein dynamics and interactions in cells. In 
particular, methods based on fluorescence and bioluminescence resonance energy transfer 
(FRET and BRET) have been extensively used to monitor both constitutive and dynamic 
protein-protein interactions in their natural environments (10-12). Whereas FRET involves 
energy transfer between two fluorophores with distinct emission spectra, BRET results 
from bioluminescent non-radiative energy transfer to a fluorophore. FRET between many 
distinct fluorophore pairs have been successfully used to monitor protein-protein 
interactions. For BRET, two main variants, both using Renilla luciferase (Rluc) as the 
energy donor, have been used. BRET480-YFP (also known as BRET1) involves the oxidation 
of coelenterazine h (coel-h; peak emission at 480nm) and energy transfer to a yellow-
shifted GFP (classically eYFP or venus; peak emission at 530nm) whereas BRET400-GFP 
(also known as BRET2) results from the oxidation of coelenterazine 400a (coel-400a; peak 
emission at 400nm) and transfer to a UV-excitable GFP (classically GFP2 or GFP10; peak 





Here, we combined BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP, which allows 
simultaneous real-time monitoring of pair-wise interactions within a multi-protein complex 
in living cells, to monitor interactions between the α2-adrenergic receptor (α2AAR), 




Materials and Methods 
 
Expression constructs: 
All DNA coding sequence for the wild-type receptors, G protein subunits, GRKs (except 
for GRK5, see below) and βarrestin and those fused to YFP, uvGFP and Rluc were sub-
cloned in pcDNA3.1 vector (Invitrogen). The original DNA constructs encoding Gαi1, Gβ1 
and gamma Gγ2 subunits were from Missouri University of Science and Technology 
(Missouri S&T, Rolla, MO, USA). The generation and functionality of α2AAR–GFP2, 
α2AAR–Venus, Gαi1-91Rluc, GFP10-Gγ2 and Rluc-Gγ2 were described previously (15, 16). 
The GRK2-eYFP fused protein was a generous gift from Dr Laporte (17). To generate 
GRK2-Rluc and GRK2-GFP2, PCR fragments encoding full-length Renilla luciferase or 
GFP2 sequences from the phRluc or pGFP2 vectors (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 
respectively were sub-cloned in a position equivalent to eYFP in GRK2-eYFP. For 
GRK2K220R-GFP2, PCR-based mutagenesis was used to substitute an arginine in place of 
the lysine at position 220 of GRK2-GFP2. For, GRK5-GFP2, the GRK5 DNA sequence 
containing plasmid pRK5-GRK5 (graciously donated by Dr. Lefkowitz) was amplified by 
PCR without the stop codon. The full-length GFP2 PCR fragment from pGFP2 vectors 
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) was then sub-cloned at the 3’ end of the GRK5 
sequence. Finally, the construction and functionality of βarr2-Rluc, V2-GFP2, GABABR1b-
Rluc, GABABR2-eYFP and GABABR2-GFP2 were described previously (18, 19). The 





Cell culture and transfection: 
HEK293T were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
supplemented with 5% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin/streptomycin, 2 mM L-
glutamine (Wisent Inc, St-Bruno, Qc, Canada) and incubate at 37°C in 5% CO2. Two days 
before the experiments, 2.5 μg total DNA was transfected for 400 000 cell/ml in 6-well 
plates using polyethylenimine 25 kD linear (PEI; Polysciences, Inc., Pennsylvania, USA) as 
transfecting agent (20) (3:1 PEI/DNA ratio). Ten to 500 ng of each of the expression 
vectors was diluted in 150 mM NaCl and the total quantity of DNA was completed at 2.5 
μg with Salmon Sperm DNA.  
 
BRET and FRET measurements: 
Transfected cells were washed twice, detached and resuspended in phosphate buffered 
saline (PBS). Hundred thousand cells per well were distributed in 96-well microplates 
(White Optiplate , PerkinElmer, Waltham, MA, USA). BRET480-YFP was read two minutes 
after exposing cells to 5 μM coelenterazine-h (Nanolight technology, Pinetop, AZ, USA) 
using the Mithras LB 940 microplate reader (Berthold Technologies GmbH & Co, Bad 
Wildbad, Germany) equipped with acceptor (530±20 nm) and donor (480±20 nm) filters 
(BRET480-YFP filter set). BRET400-GFP was read one minute after exposing cells to 5 μM of 
coelenterazine-400a (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) using a modified TopCount NXT 




nm) and donor (410±40 nm) filters (BRET400-GFP filter set). FRETGFP-YFP was read 
following excitation at 400nM and using a FlexStation2 microplate reader (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA) with the monochomator set at 515±4nm or 538±4nm for 
detection of the donor and acceptor emission, respectively. For technical simplicity and in 
order to compare the kinetics of interactions, the reading of each RET mode was generally 
performed in different wells containing cells derived from the same population of 
transfected cells. However, BRET-FRET combining measurements can also be performed 
on the same cells in a unique well (Supplemental Fig. 2).  
 
Total fluorescence and bioluminescence measurements: 
Total fluorescence and bioluminescence were evaluated for each well (96-well plate, 
100 000 cells/well) using a FlexStation2 and Mithras LB 940, respectively. The uvGFP 
fluorescence was excited at 400nm and read at 515nm, whereas YFP was excited at 485nm 
and read at 538nm. Fluorescence values were corrected by subtracting the auto-
fluorescence of cells not expressing uvGFP or YFP. Bioluminescence was evaluated for 
each well after addition of 5μM coelenterazine h.  
 
BRET and FRET ratio calculation: 
RET signals were derived from the emission detected with the energy acceptor filter sets 
divided by the emission detected with the energy donor filter sets. RET ratios were 




energy donor. In MRET experiments, BRET400-GFP values were also corrected by 
subtracting the contamination of the YFP signal within the uvGFP channel (Supplemental 
Fig. 1). RET titration curves were generated by maintaining the amount energy donor 
construct constant and transfecting increasing amounts of energy acceptor constructs and, 
the . The obtained RET, was expressed as a function of the total acceptor fluorescence over 
the total donor emission (bioluminescence for BRET and fluorescence for FRET) detected 
for each transfection condition. 
 
Spectral measurement: 
Cells were seeded at 100 000 cells/well in a 96-well microplate (White Optiplate ) and 
excitation and emission spectra were acquired using a FlexStation2. Emission values at 
different wavelengths were expressed as a percentage of the maximal value obtained from 
the donor. For FRETGFP-YFP, uvGFP was excited at 400nm and emission was acquired every 
2 nm between 480-580 nm. For BRET480-YFP, emission was acquired every 2 nm between 
420-600 nm after cell exposure to 5 μM coelenterazine h and, for BRET400-GFP, every 2 nm 
between 380-550 nm after exposure to 5 μM coelenterazine 400a. 
 
Calcium measurement 
Obelin biosensor was used as cellular calcium reporter (21). Basically, cells transiently 
expressing Obelin plasmids was washed twice, detached and resuspended in Tyrode’s 




and 10mM Hepes, pH7.4). The cells was treated 4 hours with 2 uM coeleterazine-h. In 96-
well microplates (White Optiplate), 100 000 cells was added per well and 10 µM 
norepinephrine was injected. Luminescence was measured each 500 milliseconds for 30 to 
45 seconds using Mithras LB 940 microplate reader without filter.  
 
Statistical analysis: 
 Statistical significances of the differences between conditions were assessed by ANOVA 
followed by a posteriori Newman-Keuls test with the Prism 4.0 software (GraphPad 






Combining BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP 
To monitor reciprocal interactions between multiple partners, we took advantage of the 
spectral properties of luminescent substrates and fluorophores used in BRET480-YFP 
BRET400-GFP and FRETGFP-YFP. Whereas the luminescence emitted by Rluc-promoted 
oxidation of Coel-h and Coel-400a (that are respectively used for BRET480-YFP and 
BRET400-GFP) selectively excite yellow-shifted (YFP) and ultra-violet-excited GFPs 
(uvGFP) respectively, the YFP and uvGFP represent good FRET partners. Thus, it is 
theoretically possible to monitor BRET480-YFP and BRET400-GFP between a protein A tagged 
to Rluc and proteins B and C tagged respectively to YFP and uvGFP after addition of 
appropriate coelenterazine, whereas FRET between proteins B and C is measured following 
photonic excitation of the uvGFP. Fig. 1A describes the spectral properties and filters set 
used to monitor BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP while Fig. 1B illustrates that 
norepinephrine-promoted recruitment of GRK2 to the α2AAR can be similarly monitored by 
each type of RET measurements. It follows that possible interactions between different 
partners could also be monitored in cells expressing three distinct fusion proteins. 
Successive iterations of three way interaction assessment using multiple partners could 






To combine three RET in the same cells, the possible occurrence of signal contamination 
needs to be adequately evaluated. To this end, the extent of energy transfer from Rluc to 
each fluorophore YFP and uvGFP, was assessed following independent addition of Coel-h 
and Coel-400a, respectively. The possible cross-over between BRET systems was 
controlled for three distinct interacting protein pairs to make sure that the signal overflow is 
independent of the protein system considered (Supplemental Fig. 1). BRET480-YFP was 
monitored in presence of both YFP and uvGFP with no meaningful (less than 5%) signal 
contamination originating from an energy transfer between Rluc-Coel-h and uvGFP. In 
contrast, contamination originating from energy transfer between Rluc-Coel-400a and YFP 
was detected upon BRET400-GFP measurements. The YFP signal observed in the BRET400-
GFP channels represented 31±5% of the BRET480-YFP signal observed upon Coel-h addition 
thus defining the correction factor needed for RET combination experiments. When 
reported to the BRET400-GFP signals this represent a correction factor of approximately 15%. 
Another potential source of contamination could originate from sequential resonance 
energy transfer (SRET) involving BRET from Rluc to uvGFP followed by a FRET between 
uvGFP and YFP (22); however, no SRET was observed in any of the condition tested 
(Supplemental Fig. 2).  
 
RET combination to monitor receptor/G-protein interactions 
Previous studies have used either BRET480-YFP (23), BRET400-GFP (24) or FRETGFP-YFP (25) 




Here, we combined the three detection methods to follow the multiple interactions between 
the receptor and G protein subunits in the same cells. Cells were co-transfected with 
α2AAR-YFP, Gαi1-91Rluc, uvGFP-Gγ2 and untagged Gβ1. RET was then measured in 
absence or presence of increasing concentrations of the α2AAR agonist, norepinephrine. 
Basal RET signals could be observed for α2AAR-YFP/Gαi1-91Rluc (BRET480-YFP), Gαi1-
91Rluc/uvGFP-Gγ2 (BRET400-GFP) and α2AAR-YFP/uvGFP-Gγ2 (FRETGFP-YFP) (Fig. 2), 
reflecting the previously reported receptor pre-coupling to the pre-assembled Gαβγ (15, 16, 
26).When considering the interaction dynamics, norepinephrine stimulation led to a 
concomitant concentration-dependent increase in BRET480-YFP signal between receptor and 
Gαi1 (Fig. 2A) and decrease in BRET400-GFP between Gαi1 and Gγ2 (Fig. 2C). The treatment 
did not promote any detectable change in FRETGFP-YFP between α2AAR and Gγ2 (Fig. 2B) 
consistent with the notion that receptor activation induces a conformational rearrangement 
of receptor/G-protein complex without a complete dissociation (16, 27, 28). Given previous 
results obtained by BRET (15, 16), it is somewhat surprising that no agonist-promoted 
change in FRETGFP-YFP could be observed between α2AAR and Gγ2. In independent 
experiments, significant agonist-promoted increase in BRET480-YFP was be detected 
between α2AAR-YFP and Rluc-Gγ2 (Fig. 2D), indicating that BRET may be more 
permissive to detection of conformational changes than FRETGFP-YFP. Whether this is 
linked to the specific assay configurations used here or reflects more general characteristics 





RET combination to monitor receptor/G-protein/GRK interactions 
To investigate GRK2 recruitment to the α2AAR/ Gαi1β1γ2 complex, cells were co-
transfected with α2AAR-uvGFP, GRK2-YFP and either Gαi1-91Rluc, Rluc-Gγ2 and the 
complementary untagged Gαi1, Gγ2 and Gβ1. Norepinephrine stimulation promoted a dose-
dependent increase in BRET480-YFP between GRK2-YFP and Rluc-Gγ2, in FRETGFP-YFP 
between α2AAR-uvGFP and GRK2-YFP as well as in BRET400-GFP between α2AAR-uvGFP 
and Rluc-Gγ2 (Fig. 3A-C). These interactions occurred in the same time scale since the 
measurements were taken 10 min following the addition of norepinephrine. Specificity of 
the GRK2 recruitment is confirmed by the saturable BRET480-YFP signal observed between 
α2AAR-Rluc or Rluc-Gγ2 and GRK2-YFP upon norepinephrine addition. In addition, no 
BRET was observed between GRK2-YFP and the transmembrane protein CD8-Rluc, used 
as a negative control (Supplemental Fig. 3).  
 
These results are compatible with the accepted notion that GRK2 is recruited to the receptor 
upon activation of the G-protein as a result of an interaction between the Gβγ dimer and the 
C-terminal domain of GRK2 (7, 29). An agonist-dependent increase in BRET480-YFP 
between GRK2-YFP and Gαi1-91Rluc was also observed concomitantly with an increase in 
FRETGFP-YFP between α2AAR-uvGFP and GRK2-YFP, and in BRET400-GFP between α2AAR-
uvGFP and Gαi1-91Rluc (Fig. 3D-F). These results suggest that GRK2 is recruited to the 
receptor while both Gαi1 and Gβ1γ2 are still in the complex. This is somewhat discordant 




Gα from the Gβγ dimer. However, the results are consistent with several studies indicating 
that receptor engagement of the G proteins does not lead to an immediate and complete 
heterotrimer disassembly but rather to a conformational rearrangement of the complex (15, 
16, 26). For Gαq, it has been proposed that GRK2 inserts itself as a bridge between Gα and 
Gβγ upon receptor activation (6). Such interaction between GRK2 and other Gα subunits 
has not been documented, but our data suggest that GRK2 could indeed interact with the 
Gαi1β1γ2 complex and contribute to its conformational rearrangement following receptor 
activation.  
 
To test this hypothesis, we assess the influence of GRK2 on the RET changes between the 
G-protein subunits and receptor upon activation. Expression of GRK2 led to a significant 
potentiation of the agonist-promoted decrease in BRET480-YFP between Gαi1-91Rluc and 
YFP-Gγ2 (Fig. 4A). The effect did not require receptor phosphorylation since expressing the 
kinase-deficient mutant GRK2-K220R had the same effect, suggesting that a 
conformational change resulting from a physical interaction between GRK2 and the 
receptor/G-protein complex. However, GRK5 which interact with the receptor 
independently of the Gβγ dimer (30, 31), did not mimic the effect of GRK2, illustrating the 
selectivity of the action. We then assessed whether the GRK2 recruitment to the 
receptor/G-protein complex could be detected at the level of the receptor/G-protein 
interaction. Over-expression of both GRK2 and GRK2-K220R potentiated the 




while it did not change the agonist-promoted change between α2AAR-YFP and Gαi1-91Rluc 
(Fig. 4B,C). GRK5 over-expression did not influence the BRET480-YFP between α2AAR-YFP 
and Gαi1-91Rluc, but slightly reduced then agonist-promoted BRET increase between 
α2AAR-YFP and Rluc-Gγ2, thus confirming that both GRK2 and GRK5 can interact with 
the receptor but that only GRK2 can favor reorganization of the G-protein heterotrimer that 
affect the BRET between the G protein subunits. The fact that GRK2 expression did not 
alter the agonist-promoted BRET increase between Gαi1 and the receptor, suggest that the 
influence of GRK2 primarily results from a movement of Gβγ. To further assess the 
potential role of GRK2 in the conformational rearrangement of the Gαi1β1γ2 complex upon 
receptor activation, the kinetics of GRK recruitment and separation between Gαi1 and Gβγ, 
the time course of the BRET changes were monitored. As shown in Fig. 5A, the agonist-
promoted increase in BRET480-YFP between GRK2-Rluc and either YFP-Gγ or α2AR-YFP 
occurred with a kinetic almost identical to the decrease in BRET observed between Gαi1R-
Luc and YFP-Gγ, consistent with a possible role of the GRK2 recruitment in the structural 
rearrangement.  
 
Classically, phosphorylation of the receptor by GRKs is believed to be responsible for 
signaling arrest. However, the observation that GRK can promote a conformational 
rearrangement of the receptor-G protein complex raises the possibility that such physical 
interaction may also contribute to the α2AAR signaling regulation. To test this possibility, 




stimulated calcium response. Overexpression of either GRK2 or K220R-GRK2 completely 
abrogated the norepinephrine-stimulated increase in cytoplasmic calcium observed in cells 
also expressing the α2AAR (Fig. 5B). Overexpression of GRK5 was without effect on the 
α2AAR-promoted calcium response. These data indicate a phosphorylation-independent 
action of GRK2 which is compatible with a potential role of its physical interaction with 
the receptor-G protein complex. In contrast, the kinase activity of GRK2 is important to 
potentiate the recruitment of βarrestin to the α2AAR. Indeed, over-expression of GRK2 
potentiated the norepinephrine-promoted βarrestin2 recruitment to the α2AAR (Fig. 5D) but 
this potentiating effect was greatly reduced for the kinase-defficient GRK2-K220R 
confirming that receptor phosphorylation is needed for βarrestin2 recruitment. As is the 
case for GRK2, over-expression of GRK5 also potentiated the βarrestin2 recruitment 







The ability to spectrally resolve BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP allows the 
monitoring of each of the reciprocal interactions between three partners expressed in the 
same cells. The pair-wise interactions within a complex could be adequately monitored 
because the potential cross-contamination of the different RETs can be corrected by a 
simple factor compensating for the YFP contamination signals in the BRET400-GFP readings. 
The correction factor is determined by the partial overlap between the YFP emission 
spectrum and the band pass used to monitored uvGFP emission in the BRET400-GFP 
configuration. Since they are intrinsic properties of the fluorophores and the filters, the 
correction factor is not influenced by the energy transfer efficacy and thus remains the 
same, independently of the protein partners being studied. This was confirmed 
experimentally by measuring the YFP contamination emission in the BRET400-GFP signal for 
3 distinct protein pairs (Supplemental Fig. 1). The capacity to independently measure each 
of the pair-wise interactions within a ternary complex allows to detect both increases and 
decreases of RET occurring simultaneously between distinct pairs. For example, we found 
that agonist stimulation of the α2AAR led to an increase in BRET480-YFP between the 
receptor and Gαi1 while it promoted a decrease in BRET400-GFP between Gαi1 and Gγ2 (Fig. 
2). Such detailed analysis of the dynamics of a complex cannot be obtained when using 
approaches designed to specifically monitor three-way interactions such as 3-fluorophore 




complementation assays (33-35). Combination of RET therefore represents a 
complementary approach to these previously developed assays.  
  
For technical simplicity and in order to compare the kinetics of interactions, the reading of 
each RET mode throughout the present study were performed in different wells containing 
cells derived from the same population of transfected cells (see material and methods). 
However, the measurements of BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP can also be 
performed sequentially on the same cells in a unique well (Supplemental Fig 4). Such 
configuration could be useful in the context of testing large number of compounds since it 
significantly reduces the cell culture needs and the number of manipulation associated with 
the readings.  
Using RET combination to assess the interaction between the α2AAR, Gγ2 and GRK2 
allowed to detect interactions occurring between each of the three partners. The kinetics of 
interaction between GRK2-Gγ2 and GRK2- α2AAR were undistinguishable, consistent with 
the notion that the Gβγ dimer is responsible for the recruitment of the kinase at the cell 
surface, allowing phosphorylation of the activated receptor (7, 36, 37). Interestingly, a 
significant agonist-promoted BRET could also be observed between GRK2 and Gαi1. 
Whether this BRET comes from a direct interaction between the kinase and the Gα subunit 
or simply reflects that Gαi1 is still part of the complex when GRK is recruited to the 
receptor cannot be determined by the present study. Direct contact between GRK2 and Gαq 




interaction of GRK2 with both Gαq and Gβ1γ2 has been confirmed by crystallographic 
analysis of the complex between the three proteins(6). The fact that GRK2 inserts itself as a 
wedge between Gα and the βγ dimer has been proposed has a mechanism by which GRK2 
directly influences the G protein activity independently of its ability to phosphorylate the 
receptor. However, the fact that G protein subunits other than Gαq, Gα11 and Gα14 could 
not be co-precipitated in vitro with GRK2 has led to the conclusion that such interaction is 
limited to the Gαq family members (39). Our observation of concomitant RET between 
GRK2 and both Gαi1 and Gγ2 could indicate that the insertion of GRK2 between Gα and 
Gβγ also occurs for Gi family members in living cells. This possibility is supported by the 
observation that over-expression of either WT- or kinase deficient K220R-GRK2 
potentiated the receptor-promoted decrease in BRET between Gαi1 and Gγ2. Similarly to 
what has been observed for Gq familly members (39), the conformational rearrangement 
promoted by GRK2 could contribute to the termination of some Gi mediated signaling 
activity. Consistent with this possibility, over-expression of GRK2 or K220R-GRK2 
abrogated the α2AAR-promoted calcium response as efficiently as the biochemical 
inactivation of Gi by pertussis toxin treatment. In contrast, GRK5 that could promote the 
recruitment of βarrestin to the α2AAR but did not affect the receptor-induced 
conformational rearrangement of the Gαi1β1γ2 complex, did not affect the α2AAR-stimulated 
calcium response clearly indicating that the two GRKs have distinct effects on the α2AAR-
signaling. The selectivity of action of different GRK on distinct signaling activities of 




found to play significant roles in promoting desensitization of specific G protein-dependent 
signaling whereas the engagement of GRK5 and 6 but not of GRK2 or 3 were found to be 
essential for the βarrestin-dependent activation of ERK signaling for several GPCR (30, 40-
42)  
 
Although phosphorylation of distinct receptor sites by the different kinases has been 
proposed to explain the different functional roles of GRK phosphorylation-independent 
processes could also be involved. Indeed, phosphorylation-independent GRK promoted 
signal termination been proposed for many GPCR including both Gq- and Gi-coupled 
receptors (1, 38, 43-54). The results obtained in the present study suggest that GRK2 can 
regulate the α2AAR-Gαi1β1γ2 complex both by directly promoting a phosphorylation-
independent conformational rearrangement of the G protein heterotrimer and promoting the 
recruitment of βarrestin as a result of receptor phosphorylation. GRK5 for its part, promotes 
only the second regulatory process. This difference between GRK2 and GRK5 modes of 
action is most-likely due to the presence in GRK2 but not GRK5 of a plextrin homology 
domain that permits a direct interaction of the kinase with the Gβγ dimer (1). Taken 
together, the results suggest a model whereby following α2AAR activation, GRK2 is 
recruited to the receptor through a direct interaction with Gβγ that then lead to a further 
conformational rearrangement of the α2AAR-Gαi1β1γ2 complex. The observation that Gαi1 is 
still associated to the receptor when GRK2 is recruited to the complex is consistent with 




and from the receptor may not occur  (15, 16, 27, 55-57) and is not necessary for signaling 
(58, 59). 
 
The ability to combine different RET that allows kinetic monitoring of pair-wise 
interactions within larger protein complexes permits probing the dynamics of such complex 
in a way that cannot be easily achieved with recently developed methods such as 3-FRET 
(32, 60), sequential RET (22) and combination between RET and bi-molecular fluorescence 
complementation (33-35) that require the interaction between 3 proteins simultaneously to 
provide the signal. Here, combining BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP allowed 
proposing a new mechanism by which GRK2 can regulate of α2AAR-Gαi1β1γ2 coupling and 
signaling activity. Because of its wide applicability and ease of implementation, 
combination of RET measurements represent an attractive addition to the currently existing 
methods that will most likely be widely used to gain access to the dynamic regulation of the 
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Figure 1: Illustration of BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP characteristics.  
(A) Rluc-, uvGFP- and YFP-fusion proteins used for BRET480-YFP, BRET400-GFP and 
FRETGFP-YFP experiments, and the emission spectrum of the energy donor alone (doted 
lines) and of RET (full lines) in the presence of the energy acceptor. The blue and green 
rectangles illustrate the band-pass of the filters used to measure the emission of the energy 
donor and acceptor respectively, and to calculate RET. In BRET480-YFP the energy donor is 
the Rluc-catalyzed oxidation of coel-h and the acceptor a YFP, for BRET400-GFP, the energy 
donor is the Rluc-catalyzed oxidation of coel-400a and the acceptor a uvGFP, in FRETGFP-
YFP, the energy donor is the light (400±8nm) excited uvGFP and the acceptor a YFP. 
Energy transfer spectrum were recorded in cells expressing GRK2 tagged to the energy 
donor (GRK2-donor) alone or with co-expressed α2AAR tagged to the energy acceptor 
(α2AAR-acceptor) in the presence of 1mM norepinephrine. (B) RET titration curves for 
BRET480-YFP, BRET400-GFP and FRETGFP-YFP obtained in cells co-transfected with constant 
amount of GRK2-donor and increasing concentration of plasmids encoding α2AAR-
acceptor. Cells were treated with PBS (ctrl) or 100 µM of norepinephrine (Nor) for 10 
minutes and coel-h or Coel-400a was added 2 minutes or 1 minute before BRET480-YFP and 
BRET400-GFP measurements, respectively. RET were expressed as a function of the total 
amount of energy acceptor/donor ratios. The data shown represent the mean ± SEM of 3 
independent experiments conducted in triplicates. The curves were best-fitted using 
nonlinear (Nor treated) or linear (ctrl) regressions with GraphPad PrismTM. Robust agonist-





Figure 2: MRET application to monitor α2AAR/Gαi1/Gβ1γ2 interactions  
(A-C) Cells were co-transfected with GFP2-Gγ2, Gβ1, Gαi1-91Rluc and α2AAR-venus and 
treated for 10 minutes with increasing concentrations of norepinephrine. (A) BRET480-YFP 
was initiated by the addition of 5 µM coel-h and measured using 480 ± 10 nm (donor) and 
530 ± 10 nm (acceptor) emission filter sets. (B) FRETGFP-YFP was measured following light 
excitation at 400 nm by measuring emission at 510 ± 4 nm (donor) and 538 ± 4 nm 
(acceptor) (C) BRET400-GFP was initiated by the addition of 5µM Coelenterazine 400a and 
measured using 410 ± 35 nm (donor) and 515 ± 15 nm acceptor emission filter sets. (D) 
Cells were co-transfected with Rluc –Gγ2, Gβ1, Gαi1 and α2AAR-venus and treated for 10 
minutes with increasing concentrations of norepinephrine; BRET480-YFP was measured as in 
(A). The data shown represent the mean ± SEM of 3 independent experiments conducted in 
triplicates. The curves were fitted using nonlinear regression with GraphPad PrismTM. A 
scheme depicting the expressed proteins in each experimental condition is also shown. 
 
Figure 3: MRET application to monitor α2AAR/Gαi1/Gβ1γ2/GRK2 interactions. 
Cells were co-transfected with Rluc-Gγ2, Gβ1, Gαi1, α2AAR- GFP2 and GRK2-eYFP (A, B, 
C) or with Gγ2, Gβ1, Gαi1-91Rluc, α2AAR-GFP2 and GRK2-eYFP (D, E, F). Cells were 
treated for 10 minutes with increasing concentrations of norepinephrine. BRET480-YFP (A, 
D), FRETGFP-YFP (B, E) and BRET400-GFP (C, F) were measured as in Fig. 2. The data 




The curves were fitted using nonlinear regression with GraphPad PrismTM. A scheme 
depicting the expressed proteins in each experimental condition is also shown. 
 
Figure 4: Effects of GRK2 and GRK5 on α2AAR/Gαi1/Gβ1γ2 interactions. 
Cells were co-transfected with either GRK2-GFP2, GRK2-K220R-GFP2 or GRK5-GFP2 in 
combination with venus-Gγ2, Gβ1, Gαi1-Rluc and α2AAR (A), Rluc -Gγ2, Gβ1, Gαi1 and 
α2AAR-venus (B) or Gγ2, Gβ1, Gαi1-91Rluc and α2A AR-venus (C). Cells were treated for 
10 minutes with PBS (ctrl) or 100 µM norepinephrine (Nor) and BRET480-YFP measured 
between (A) Gαi1-Rluc and Gγ2-venus, (B) Rluc-Gγ2 and α2AAR-venus, (C) Gαi1-91Rluc 
and α2AAR-venus. Insets show the agonist-promoted BRET changes in the presence and 
absence of the GRK2, GRK2-K220R and GRK5. The data shown represent the mean ± 
SEM of 3 independent experiments conducted in triplicates. One-way ANOVA followed by 
Newman-Keuls test showed significant differences between cells expressing or not GRKs 
(*P < 0.01, **P < 0.01 and ***P < 0.001)  
 
Figure 5: Kinetic of GRK2 recruitment and internal heterotrimeric G protein modulation 
Cells were co-transfected with (A) Gαi1 wt, Gβ1 wt, Venus-Gγ2, α2AAR wt and Rluc-GRK2, 
(B) α2A-AR- Venus and Rluc-GRK2 or (C) Gαi1-91Rluc, Gβ1 wt, Venus-Gγ2 and α2AAR 
wt.  For each condition 5 µM of coelenterazin-h were added and BRET base line was 
measured for 30 seconds. Then, norepinephrine (final concentration of 10 µM) was injected 




independent experiments conducted in triplicates. A scheme depicting the expressed 
proteins in each experimental condition is also shown. 
 
Figure 6: Effect of GRK2 on calcium mobiliszation and βarrestin2 recruitement 
(A) Cells were co-transfected with Obelin calcium biosensor and α2AAR in the presence or 
absence of GRK2-GFP2, GRK2-K220R-GFP2 or GRK5- GFP2. Ptx control was treated with 
Pertussis toxin (100 ng/ml) add 16h before experiment. Total luminescence was measured 
each 500 milliseconds for 20 seconds after Ctl (1X Tyrod’s solution) or 10 µM 
norepinephrine injection. In inset. The data shown represent the mean ± SEM of the 
luminescence peak maximum of 3 independent experiments conducted in triplicates, In 
inset, the graph shown the luminescence measured of time of the mock condition. (B) Cells 
were treated for 10 min with PBS (ctrl) or 10µM norepinehrine and BRET480-YFP between 
βarrestin2-Rluc and α2AAR-venus in the presence or absence of GRK2-GFP2, GRK2-
K220R-GFP2 or GRK5-GFP2. The inset to d illustrates the agonist-promoted changes in 
BRET480-YFP in the presence and absence of the GRKs. The data shown represent the mean 
± SEM of 3 independent experiments conducted in triplicates. One-way ANOVA followed 
by Newman-Keuls test showed significant differences between cells expressing or not 











































Supplemental Figure 1: Assessment of cross-contamination between BRET-1 and 
BRET-2. 
BRET titrations were performed in cells co-transfected with constant amount of Rluc-
tagged protein and increasing amount of plasmids encoding the energy acceptor tagged to 
another protein partner. The RET was initiated by adding either coel-h (● black circle) or 
colenterazine 400a (○ open circle) and detected using the BRET-1 and BRET-2 filters 
respectively. The different protein pairs used to assess RET cross-contamination are: a) 
GABABR1b-Rluc and GABABR2-GFP2, b) Marlin1-Rluc and GABABR1b-GFP2, c) Rluc-
Gγ2 and V2 receptor-GFP2, d) GABABR1b-Rluc and GABABR2-eYFP, e) Marlin1-Rluc 
and GABABR1b-venus, f) Rluc-Gγ2 and V2R-venus. A robust BRET was observed 
between Rluc and uvGFP upon addition of Coel-400a for the three protein pairs in the 
BRET-2 channels. In contrast, almost no signal (averaging 5± 2% of the Coel-400a-
promoted signal for the three pairs) was detected between Rluc and uvGFP in the BRET-1 
channels upon addition of Coel-h. Thus, BRET-1 signal can be monitored in the presence 
of both YFP and uvGFP with no significant contamination of the signal originating from a 
transfer of energy between Rluc-Coel-h and uvGFP. When considering the reverse 
orientation, in addition to the strong BRET signal observed between Rluc and YFP in the 
BRET-1 channels upon addition of Coel-h, a non-negligible signal was also observed 
between Rluc and YFP in the BRET-2 channel following Coel-400a. The contamination of 
the YFP signal in the BRET-2 channels represented 31±5% of the BRET-1 signal observed 
upon Coel-h addition. This means that in cells co-expressing both YFP and uvGFP, 31±5% 
of the measured BRET-2 signal is from the emission of the YFP rather than the uvGFP. 
Since almost no contamination occurs in the BRET-1 configuration, the BRET-2 signal 
measured in an combining BRET-FRET configuration (ie: cells co-expressing Rluc, YFP 
and uvGFP) was systematically corrected by subtracting 31% of the observed BRET-1 
signal to the BRET-2 measured. The basis for the cross-over of the YFP emission in the 
BRET-2 channel upon Coel-400a oxidation by Rluc and the lack of contamination of the 
uvGFP signal into the BRET-1 channel can be appreciated when considering the excitation 
and emission spectra of the fluorophores, and the band-pass of the filter sets used for 
BRET-1 and BRET-2 (Supplemental Fig. 5). Thus, the extent of contamination is defined 
by intrinsic properties of the fluorophores and the filters used, and thus the correction factor 
remains the same independently of the protein partners being studied. The correction factor 
can therefore be established once and for all for a given instrument system (detectors and 
filter sets) and applied to all experiments without the need of performing independent 






Supplemental Figure 2: Controlling for SRET contamination into combining BRET-
FRET configuration. 
To determine whether the occurrence of SRET could contaminate the BRET-2 signal 
detected in an combining BRET-FRET configuration, RET were measured in cells 
expressing the partners pair-wise or altogether using the BRET-1, BRET-2, FRET and 
SRET2 filter sets. For this purpose, cells expressing Gαi1-91Rluc, Gγ2, Gβ1 and α2AAR 
(Rluc) or Gαi1-91Rluc, GFP10-Gγ2, Gβ1 and α2AAR (Rluc+GFP) or Gαi1-91Rluc, GFP10-
Gγ2, Gβ1, and α2AAR-venus (Rluc+GFP+YFP) were used. a) BRET-2 was read in each 
cell population following injection of coelenterazin 400a (5µM) using the donor filter at 




GFP10-Gγ2 was not increased upon co-expression of α2AAR-venus indicating that no SRET 
contaminated the BRET-2 signal. Nevertheless, clear BRET-1 between Gαi1-91Rluc and 
α2AAR-venus (b) as well as FRET between GFP10-Gγ2 and α2AAR-venus (c) were 
observed upon addition of coel-h and light excitation at 400 nm, respectively. To more 
directly determine whether SRET occurred between the partner used in our study, the 
SRET2 filters (donor : 400 ± 35 nm; acceptor 530 ± 10 nm) were also used (d). Upon 
addition of coel-400a, the RET signal observed between Gαi1-91Rluc and GFP10-Gγ2 was 
not increased upon co-expression of α2AAR-venus, indicating that no sequential RET 
between Rluc, GFP2 and YFP could be observed in these conditions. These data suggest 
that the capacity to detect SRET will be highly dependent of the FRET efficacy between 
the uvGFP and YFP-tagged partners that will need to be sufficient to overcome uvGFP 








Supplemental Figure 3: Specificity of the BRET-1 signal between GRK2 and its partners. 
To assess the specificity of the BRET-1 signals measured between GRK2 and its partners, 
BRET titration curves were performed in cells expressing increasing levels of GRK2-eYFP 
and constant levels of either α2AAR-Rluc (a), α2AAR + Rluc-Gγ2 + Gβ1 + Gαi1 (b), α2AAR + 
CD8-Rluc (c). BRETs were measured 10 minutes following the addition of PBS (ctrl) or 10 
µM norepinephrine (Nor). Agonist-promoted hyperbolic increase in BRET-1 was observed 
for α2AAR-Rluc, Rluc-Gγ and βarrestin2-Rluc, but not for the negative control CD8-Rluc 








Supplemental Figure 4: Combining BRET-FRET measurements performed in single 
wells. 
When the kinetics of the interactions between the different partners is not needed, 
combining BRET-FRET experiments can be designed to measure BRET-1, BRET-2 and 
FRET from the same well. For this purpose, FRET is first measured by exciting the energy 
donor uvGFP using an excitation wavelength (400 nm) that does not directly excite YFP 
(see  Supplemental Fig. 5). Because the excitation time is very short, less than 1 sec per 
well, no significant photobleaching occurs during this period (data not shown). BRET-2 
can then be read following addition of coel-400a (1µM) with reading times of 1.5 sec per 
well and finally, coel-h is added and BRET-1 read 10 minutes, later to allow the extinction 
of the coel-400a emission signal. The reading sequence is described in panel a. An example 
of combining BRET-FRET measured in the same well is presented in panel b using the 
interaction between α2AAR-GFP2, Gαi1-91Rluc and GRK2-eYFP. Concentration-dependent 
increase in FRET between α2AAR-GFP2 and GRK2-eYFP, in BRET-2 between Gαi1-
91Rluc and α2AAR-GFP2, as well as in BRET-1 between Gαi1-91Rluc and GRK2-eYFP, 
were detected following a single addition of norepinephrine 10 minutes before the FRET 




originating form the oxidation of Coel-400a, BRET-1 between Gαi1-91Rluc and GRK2-
eYFP was monitored in a well that was pre-treated or not with coel-400a, 10 minutes before 
the addition of coel-h. No difference in the agonist-promoted increase in BRET-1 was 
detected (see BRET-1 readings in panel b) indicating that no signal-contamination 
occurred. The lack of contamination results form the rapid decay of luminescence produced 
by the Rluc-promoted oxidation of coel-400a (panel c). At 10 minutes, less of 2% of the 
original coel-400a signal remained compared to 50% of the coel- h signal (panel d). 
Therefore, it is important to read BRET-2 before BRET-1 because the decay of 
luminescence produced by the Rluc-promoted oxidation of coel-h would interfere with 










 Supplemental Figure 5: Fluorescence and bioluminescence spectrum of GFP2, eYFP and 
Rluc.  
Detailed analysis of the emission spectrum of coel-h- and coel-400a induced luminescence 
and of the excitation and emission spectrum of venus-GFP and GFP10 were performed to 
determine the potential crossover fluorescence contaminations in the BRET-1, BRET-2 and 
FRET configurations. a, b). The excitation spectrum of GFP10 (Green) and venus-GFP 
(yellow) were measured in cells expressing Gαs-67Rluc, GFP10-Gγ2 and Gβ1, or Gαs-
67Rluc, venus-Gγ2 and Gβ1, respectively. The emission spectrums of RlucII upon addition 
of either coel-h (a) or coel-400a (b) were measured in these cells and are illustrated by the 




signal obtained in each condition. The emission spectrum observed following coel-h and 
coel-400a overlap best with the excitation of venus-GFP and GFP10 respectively. 
However, a small overlap between coel-h-induced emission and GFP10 excitation occurs 
between 420 and 443nm, whereas overlap between coel-400a-induced emission and venus-
GFP occurs between 440 and 480 nm. c,d). Emission spectrum were measured in cells 
expressing Gαs-67Rluc (black lines), Gαs-67Rluc/venus-Gγ2 (yellow lines) and Gαs-
67Rluc/GFP10-Gγ2 (green lines) upon addition of coel-h (c) or coel-400a (d). The emission 
values were expressed as % of the maximal donor emission. The position of the emission 
filter sets (indicated by the shaded blue [donor] and green [acceptor] rectangles) used for 
BRET-1 (a) and BRET-2 (b) clearly shows that the contaminating excitation of GFP10 by 
the coel-h-induced luminescence is not detected in the BRET-1 configuration (compare the 
black and green lines within the rectangles). However, the contaminating excitation of 
venus-GFP by the coel-400a-induced luminescence led to a detectable contaminating 
emission of the venus-GFP in the BRET-2 configuration (compare the yellow and black 
lines within the green rectangle). To control for the potential contamination of venus-GFP 
upon excitation of the GFP10 in the FRET configuration, emission spectrum were 
measured in cells expressing GFP10-Gγ2 or venus-Gγ2 upon excitation at 400 nm. No 
emission of the venus-GFP could be detected indicating that no contaminating crossover 
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gvenus 
F46L, F64L S65G, 
V68L, S72A, M153T, 
V163A, S175G, T203Y, 
H231L 
515 528 92 200 0.57 
a extinction coefficient (M-1 cm-1) 
b quantum fluorescent yield 
c not determined 
d Bertnard et al J. Recept. Signal Transduct. Res. 22:533-541. 
e Mercier et al J. Biol. Chem. 277:44925-44931 
f Pfleger et al Biochem. J. 385:625-637 






Article 3 : 
Interactions Between Gα Subunits Regulate G Protein-Coupled 
Receptor’s Signaling Properties,  
 
Billy Breton, Mireille Hogue, Michel Bouvier and Christian Le Gouill 
De plus en plus d’exemples de dimères de RCPG importants pour certaines fonctions 
biologiques sont présents dans la littérature, révélant l’importance de cette formation de 
complexes pour certains récepteurs. De l’autre côté, le dogme concernant la stœchiométrie 
d’interaction RCGP/ protéine G hétérotrimérique demeure à ce jour de un pour un. Dans le 
contexte de la formation de dimères de récepteurs, la stœchiométrie entre récepteurs et 
protéines G devient une question importante pour mieux comprendre la signalisation de ces 
dimères de RCPG. Afin de tester la présence de plusieurs protéines Gα dans un même 
complexe de récepteurs, l’effet des différentes Gα a été mesuré sur la mobilisation du 
calcium par le récepteur DOR, qui est connu pour coupler et activer différents types de Gα. 
La surexpression des différentes Gα, seules ou en combinaisons, indique que la présence de 
membre de la famille Gαq semble importante pour la signalisation calcique du récepteur 
DOR, par contre cette mobilisation de calcium est inhibée par la toxine PTX  montrant 
également une importance de l’activation des sous-unités Gαi pour cette voie de 
signalisation. En parallèle, une matrice d’interactions protéiques des Gα a démontré qu’il 
est possible de retrouver plusieurs sous-unités Gα en complexes (ou en proximité à la 
membrane plasmique), La formation de ces complexes entre Gα semble être possible grâce 
à une région, l’hélice α4, précise dans leur structure, car il est possible de transposer la 
sélectivité d’interaction d’une Gα à une autre, simplement en interchangeant les hélices α4 
de Gα12 et Gαi1. À partir de ces résultats sur la formation de complexes entre Gα ainsi que 
l’activation multiple de Gα pour la signalisation d’un RCPG, il est possible de proposer que 
la formation de complexes comprenant plusieurs Gα est importante pour la signalisation de 
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Many GPCRs such as the delta-opioid receptor (DOR) are now known to be coupled to 
different sets of G-proteins, Gi/o, Gz and G14/15.  However, little is known on how this 
differential coupling could control signalling efficacy. By co-transfection of different Gα 
subunits, we were able to influence the proportion of different G protein coupling to DOR  
and modify profiles of calcium mobilization and cAMP production. As expected for a Gi/o-
coupled receptor, DOR-dependent calcium mobilization is pertussis toxin (PTX) sensitive 
and this even with over-expression of Gαq or Gα14. In contrast, in presence of Gz and G15, 
the calcium response becomes PTX insensitive. Different combinations of two Gα subunits 
confer distinct calcium signalling properties, revealing a functional cross-talk between the 
Gαq and Gαi subfamily members. These observations suggest a cross-talk between 
different Gα within the same receptor’s complex. This hypothesis of multi-Gα subunit 
complex formation was tested using bioluminescence resonance energy transfer (BRET) to 
monitor interactions between Gα subunits. We showed selective complex formation 
between different Gα subunits and, identified a domain (α4 helix) within their structure, 
responsible for the assembly selectivity. These results reveal the existence of G protein 







G protein coupled receptors (GPCRs) represent the largest family of integral membrane 
proteins and, are found in virtually every eukaryotic cell.  These receptors are involved in a 
variety of physiological functions such as neurotransmission, cognition, vision, olfaction, 
immune response and patho-physiological conditions such as asthma, cancer, 
schizophrenia, drug addiction, chronic pain and obesity.  They are thus valuable targets for 
the development of therapeutic drugs.   
 
GPCRs evolved to specifically detect extremely diverse stimuli including biogenic amine, 
amino acids, ions, lipids, nucleotides, peptides, proteases, mechanical stresses and photons, 
while still maintaining similar characteristics such as for their membrane topology, 
propensity to homo and hetero-oligomerize, and couple to G proteins, GRKs and arrestins.  
 
Upon activation, a GPCR undergoes a conformational change, which promotes modulation 
of signalling events leading to a specific cellular response.  The canonical GPCR signalling 
partner is a heterotrimeric G protein that senses activation and exchanges its bound-GDP 
for a GTP, to form activated-Gα and βγ subunits that modulate various effectors [1]. G 
proteins are grouped based on classical signalling pathways engaged or repressed through 
their activated-Gα subunit.  Gs (Gαs, Gαt) stimulate production of cAMP through direct 




(EPAC) and PKA through direct interaction with these effectors.  Gi (Gαi1, Gαi2, Gαi3, 
GαoA, GαoB and Gαz) has the opposite effect on cAMP levels, by inhibiting specific ACs 
[2]. By preventing activation, Pertussis toxin (PTX) has been widely used to study 
signalling through this group of G proteins at the exception of Gz, which is resistant [3,4].  
PTX was also indirectly used to study βγ subunits-dependent signalling such as PLCβs, AC 
and KIR activation as this toxin prevent Gi activation and thus, limit the access of different 
effectors to activated βγ [5,6]. Gq (Gαq, Gα11, Gα14 and Gα15) activates PLCβs to 
produce IP3 and DAG, which are second messengers for activation of PKCs and Ca2+ 
release from the ER stores [7]. G12/13 (Gα12 and Gα13) and also Gq/11 are known to 
activate Rho-GEFs such as LARG, P115, TRIO and P63RhoGEF and so, have a profound 
influence on processes linked to cytoskeleton plasticity such as chemotaxis or neuronal 
morphogenesis [8,9].  GTP-γS assays and BRET based-assays based on either change in 
energy transfer between a tagged-Gα and either a tagged-receptor or a tagged- βγ, have 
been used to directly study G protein activation, and show the multiple Gα coupling  to 
individual receptors [10,11]. Dominant negative form of Gα, chimera between different Gα 
and, scavengers of free βγ subunits have been used to study specifically G protein 
dependent and independent signalling events signalling, revealing  the pluridimentionality 
of GPCR signalling [12,13].  Understanding this pluridimentionality of GPCR signalling 
would be invaluable for the field of drug discovery; it is, however, not a trivial task when 
cross-talks between pathways and all the implications of the oligomeric and scaffolding 





It is now accepted that GPCRs form functional homodimers, heterodimers, and higher-
order oligomers [16,17].  The defined properties of a GPCR oligomer is linked to the nature 
of each receptor, for example by their different ligand binding sites, phosphorylation sites, 
targeting signals, preferential coupling to different G protein and presence of scaffolding 
proteins such as β-arrestines, EBP50 and AGS.  Distinct desensitization properties and 
signalling patterns from oligomers are not necessarily the simple addition of signals from 
individual activation of the receptors as, cooperativity for signalling as well as for ligand 
binding have been demonstrated for different receptors [18].  As most of the GPCRs can 
couple members of more than one Gα sufamily of G proteins, it is expected that multiple G 
proteins would be part of signalling complexes formed GPCRs.  
 
The delta opioid receptor (DOR) has been shown to couple to different G proteins such as 
Gi, Go, Gz, G14 and G15, and modulate cAMP-, Ca2+- and DAG -dependent signalling 
pathways [19,20].  This receptor was thus chosen to study the effect of each Gα subunit on 
the receptor signalling and verify whether they would act cooperatively or independently to 
define its signalling profile.  The influence of modifying G protein ratios, on DOR 
signalling, was monitored in real-time, after agonist stimulation, using biosensors for Ca2+ 
and cAMP levels.  Different tools such as a mutant Gαq, which doesn’t interact with its 
effectors or regulators [21]and PTX were used to study cross-talk between G proteins 




(BRET) was also used to verify whether some combinations of G proteins were more likely 
to be present within the same complex. Finally, a region within the Gα sub-units was then 









Influence of Gα subunits on adenylyl cyclase’s activity 
DOR has been shown to interact with different G proteins [22,23,24]. To study Gα 
subunit’s influence on the DOR-regulated adenylyl cyclase activity, HEK-293 cells stably 
expressing the human DOR  were co-transfected with plasmids encoding different Gα 
subunits and a cAMP biosensor (GFP10-EPAC-RlucII).  DPDPE-stimulation and, co-
expression with members of the Gi family (Gαi1, GαoA and Gαz), promote an inhibition of 
forskolin-dependent increased production of cAMP, which should reflect an adenylyl 
cyclase inhibition (Figure 1). Under condition without the co-expression of Gα, inhibition 
of forskolin induced cAMP production was prevented by DOR activation and PTX pre-
treatment indicating the involvement of an endogenous PTX-sensitive G protein for DOR’s 
signalling. The co-expression of Gαi members (Gαi1, Gαo and Gαz) increased the 
inhibition of a forskolin-induced cAMP production, indicating a better coupling to Gαi. 
Moreover, excepted for Gα14, co-expression of Gαq members (Gαq and Gα15) inhibited 
DOR’s cAMP signalling. DOR could thus probably couple to Gαq and Gα15 and impair 
DOR’s Gαi-dependent activity. 
  




From the results shown in Figure 1, it is expected that in conditions favouring Gαq-
coupling over Gαi, DOR’s response will adopt a Gq-coupled receptor signalling profile. 
Members of Gq subfamily are known to activate PLCβ, which ultimately leads to a rapid 
increase in cytoplasmic Ca2+ levels [25,26].  Studies using PTX and βγ-scavengers have 
also linked Gi activation to Ca2+ responses [12,13].  Because of its exceptional dynamic 
range and sensitivity, a luminescence-based Ca2+ biosensor (Obelin) was selected, over 
classical fluorescence-based sensors, to study variations in DOR’s modulation Ca2+ levels 
in presence or absence of a PTX-pretreatment (Figure S1).  As shown in Figure 2, over-
expression of different Gα subunits selectively influenced the amplitude as well as the 
kinetic of DPDPE-induced Ca2+ responses (Figure 2).  The Ca2+ response, in cells over-
expressing Gαi was similar to the one observed in mock-transfected cells and both were 
completely blocked with PTX-pretreatment (Figure 2A). The situation was different with 
other members of the Gi family.  With GαoA, while the onset was not significantly 
different than with mock-transfected cells, the integrated luminescence signal was 
increased by more than 2.5 fold (Figure 2B) and completely block by PTX.  With Gαz, the 
unset (12.5 seconds vs mock: 5 seconds), amplitude peak and the persistence of the calcium 
signal were affected compared to the mock conditions. Moreover, the response became 
completely insensitive to PTX pre-treatment (Figure 2C).  Surprisingly, while over-
expressing Gq had a drastic effect on the cAMP’s response, no inhibition, nor synergy with 
endogenous signalling machinery was observed for DOR’s Ca2+ response; there was only a 




remained completely PTX-sensitive (Figure 2D). In contrast, over-expression of other 
members of the Gq family lead to an increased Ca2+ response as measured by luminescence 
(8.5 times for Gα14; Figure 2E and 5.6 times for Gα15; Figure 2F) while not influencing 
the unset of the response.  Ca2+ response in cells overexpressing Gq is completely blocked 
by a PTX pre-treatment; cells expressing Gα14 and Gα15 are less sensitive to this toxin, 
with a 71.8% and a 23.8% reduction in luminescence, respectively. These results indicate a 
crosstalk between some members of the Gq and PTX-sensitive Gi families. 
 
From results shown in Figure 1, over expression of Gαq prevented a DOR-mediated 
inhibition of cAMP production and from Figure 2D, it accelerates the DOR-mediated 
cytoplasmic Ca2+ influx.  By increasing the ratio Gαi1 over Gαq through co-
overexpression, DOR-mediated inhibition of cAMP production is re-established.  It is thus 
expected that co-over-expression of Gαi1 with Gαq should also restore a calcium profile 
similar to what is observed with mock cells. However, the calcium signal is increased by 3 
time in these cells co-expressing Gαi1 and Gαq as compared to mock or cells individually 
over-expressing each Gα subunits (Figure 2G). Interestingly, these Gα co-expression 
showed a fast Ca2+ increased as it is observed with cell over-expressing only Gαq (Figure 
2G). This synergy is not only observed for Gαi1/Gαq but is also observed for Gαz/Gαq co-
expression (Figure 2H). Similarly to what was observed for the Gαi1/Gαq co-expression, 
the calcium mobilization kinetic of the Gαz/Gαq co-expression give a bigger maximum 




following expression of  Gαz and Gαq alone.  PTX-sensitivity of Ca2+ signalling on cells 
co-expressing different combinations of Gα was also assessed. As shown in figure 2G-H, 
PTX-pretreatment completely abolished the Ca2+ response for the Gαi1/Gαq condition, 
whereas the calcium responses in  cells co-expressing Gαz/Gαq were resistant to PTX 
(Figure 2G and 2H); this resistance was thus conferred by Gαz as cells over-expressing 
only Gαq are also sensitive to PTX (Figure 2D). In order to the measure if the synergic 
effect of Gαz/Gαq co-expression is relate to a Gαq activity (regulators or effectors 
interaction), cells co-expressing two Gαq mutant, Gαq R214A or Gαq Y26L, and Gαz were 
used to measure the effect of the lost of Gαq regulators RGS and effectors binding region, 
respectively, on the calcium mobilisation (Figure 2I). The co-expression of Gαq R214A , 
affecting the RGS binding, increased the maximum signal produce by the presence of Gαz 
and also prolong the luminescence signal, showing the lost of RGS interaction unregulated 
the DOR-DPDPE calcium mobilisation this clearly indicate the contribution of the Gq to 
the signal. However, the co-expression of Gαq Y61L, affecting the effectors interaction, 
lead to a reduction of the Gαz/Gαq synergy in calcium response, clearly indicating that the 
increase calcium mobilisation in the Gαz/Gαq wt is dependent on the ability of Gαq to 
interact with these effectors.  
 
Activation of Gq by DOR 
As physical interactions between DOR and Gαq were previously shown [22] and 




DOR interaction in our cell system.  Similar hyperbolic BRET titration curves were 
observed for both Gαq and Gαi1, tagged with Renillia luciferaseII (Gαq-RlucII & Gαi1-
RlucII) and, a GFP2-tagged DOR (DOR-GFP2) (Figure 3A and 3B). A hyperbolic curve 
reflects a specific interaction or at least specificity in formation of a complex [27] with 
tagged-proteins located in close proximity to each other. [28]. As shown in Figure 3A and 
3B, activation with DPDPE influences the BRET signal between Gαi1-DOR but not 
between Gαq-DOR. These results indicated the presence of Gαq under the DOR at the 
basal stat, but only BRET signal with Gαi1 seems to affect by DOR’s activation.  
 
BRET can also be used to monitor variations in distance and orientation that occur between 
heterotrimeric G protein subunits during receptor activation [11]. A robust agonist 
promoted BRET decrease between either Gαi1-RlucII (Figure 3D) or Gαz-RlucII (Figure 
3E) and GP10-tagged Gγ1 (GFP10-Gγ1) was observed upon DOR activation with DPDPE.  
A small but significant BRET modulation was also observed between Gαq-RlucII and 
GFP10-Gγ1 following DPDPE treatment (Figure 3C); As expected, whereas the agonist-
promoted decrease in BRET was PTX sensitive for Gαi1-RlucII/GFP10-Gγ1 pair, it was 
not for the Gαz-RlucII/GFP10-Gγ1 pair. Somewhat surprisingly, however, DPDPE-induce 
reduction in BRET between Gαq-RlucII and GFP10-Gγ1 was PTX sensitive. Taken with 
the observation that DPDPE induced a BRET increase between DOR-GFP10 and Gαi1-
RlucII but not Gαq-RlucII, these data may indicate that the DOR maybe activating Gαq in a 




insensitive manner (Figure 2F and [20,23]) demonstrating a differential cross-talk under 
DOR, between different members of the Gq and Gi families.  
 
Gα subunits interaction 
 The signalling data described above clearly indicate a cross-talk between Gαi and Gαq 
subunits upon DOR activation while the BRET data indicate that the physical engagement 
of the Gq may require the presence of a functional Gi protein. This raises the possibility 
that both Gi and Gq α subunits may be present in the same DOR signalling complex.  To 
directly test if Gα subunits can be found in close proximity to one another, possibly within 
unique signalling complexes, a BRET titration curve between GFP10-Gαi1 and RLucII-
Gαi1 was carried out. As illustrated in Figure 4A, GFP10-Gαi1/RLucII-Gαi1 gives a 
hyperbolic BRET curve whereas co-expression of GFP10-Gαi1 andRLucII-Gα12 leads to 
linear increase in BRET indicative of random collision BRET [27]. These results suggest 
that distinct Gα subunits can selectively assemble into complexes.  To explore the 
selectivity of these interactions, a G protein interaction matrix between 64 pairs of different 
members of the Gi, Gs, Gq and G12 families, was performed. These 64 titration curves 
were best-fitted to either a one-site binding hyperbolic curve or a first-order straight line 
and the results are summarized in Figure 4B. This matrix illustrates that although all tested 
Gα subunits could be found into homogeneous complexes, heterogeneous association could 
be observed only for some combinations. Interestingly, GαoA and Gαq were found to be 




subunits. In contrast Gαz, Gα12, Gα13 and Gα14 were found to be more selective being 
found in close proximity with less Gα subunit. Interestingly, all functional interaction 
between Gαi and Gαq subfamily members measured in the DOR calcium signalling is 
consistent with the observation that these G proteins could be found in close proximity one 
to each others:  Gαq and Gαi1, Gαz and Gαq. 
 
Defining selectivity: Gαi1/ Gα12 chimeras 
In an effort to determine the molecular determinant of the selectivity of association,  
alignments of Gαi1, Gαq, Gαs and Gα12 amino acid sequence were performed using M-
Coffee software, which considers the amino acids sequence as well as the tridimensional 
structures for its analysis [29] (Figure S2). Excluding the N-terminus, two regions are more 
distant between these 4 Gα subunit families. The first regions, including the αB-αC helix of 
was exclude because of the interaction with Goloco motif of RGS [30], RGS domain [31]or 
effectors [32]. The other region corresponds to the α4 helix, as defined by residues: in Gαi1 
(295TYEEAAAYIQCQFEDLNKRK314), in Gαq (300RDAQAAREFILKMFVDLNPD319), in 
Gα12 (322HRLEDVQRYLVQCFDRKRRN341) and in Gαs 
(320TPEDATPEPGEDPRVTRAKYFIRDEFLRISTAS352) and has already been identified 
as important for the G protein mediated signal transduction [33,34]. Given that no saturable 
BRET was observed between Gαi1 and Gα12, we generated a chimera (Gαi1-8h12) 
between Gαi and Gα12 that introduces a part of the α4 helix from Gα12 into Gαi1 to test 




this α4 helix being the least conservation among all the G proteins, the first 8 residues of 
the α4 helix were swapped between Gαi and Gα12As shown in Figure 5A, a significant and 
saturable BRET was observed between GFP10-Gαi1-8h12 and Rluc-Gα12. This Gαi1-8h12 
chimera is still able to interaction with GPCR and conserve the agonist-promoted BRET 
modulation (Figure S3).  An element of selectivity was thus identified as it could be 
transferred to a different Gα subunit and creates new complexes that were before not 
possible. 
 
Although the substitution of the first 8 amino acids of the α4 helix from G12 into Gαi1 
promoted the interaction of Gαi1-8h12 with Gα12, it did not prevent the association with 
the wild-type Gαi1 (Figure 5). This suggests that the substitution did not alter the folding of 
Gαi1 and that the determinant of Gαi1 self-assembly lies outside of the 322HRLEDVQR 
sequence.  
 
The 8h12 substitution also did not perturb the interaction of Gαi1 with the scaffolding 
protein AGS3 which is known to interact with multiple Gαi molecules through 4 GRP 
motifs [35,36].  Indeed, as shown in Figure 5B, heterologous expression of AGS3 promoted 
large increases in BRET between two molecules of Gαi1 as well as between Gαi1 and Gαi 
8h12, indicating that AGS3 serves as a scaffolding protein for both the wild type and 
Gαi1h12 chimera. Interestingly, AGS3 did not affect the non-selective BRET signal 




RlucII-Gα12 and GFP10-Gαi1-8h12 indicating that AGS3 titrates Gαi1-8h12 preventing its 
interaction with Gα12. These data clearly indicate that the assemblies of distinct Gα 
subunits in different complexes can be dynamically regulated.  
 
Discussion: 
A large number of different GPCRs are expressed in individual cells and tissues, for 
example, a platelet alone expresses close to 30 different GPCRs while the cardiac tissue is 
expressing over 150 [37].  Consequently, considerable efforts are currently focusing on 
trying to understand how all the signals coming from different receptors and their multiple 
signalling pathways, influence each others and integrate to promote an adequate cellular 
response.  Some of these studies have shown that a GPCR could engage multiple pathways.  
Other studies have also shown that the oligomeric nature of GPCRs could have a profound 
impact on the signalling events that follow their activation by a specific ligand.  To study 
the influence of receptor-effectors complex composition, we chose to monitor two classical 
signalling pathways known to be regulated by DOR, which is known to couple to members 
of different G protein families such as Gi, Gz and some of the Gq family such as G14 and 
15 [22,23,24,38].   
 
In our cellular model, expression of different Gα subunits, alone or in combination with 
each others, was used to reveal and study the unique signalling properties of different G 




mostly dependent on activation of members of the Gi family, the presence of members of the 
Gαq in the receptor/G protein complex influences DOR’s signalling.  BRET titration curves 
for different combinations of Gα were then used to reveal the existence of specificity for 
hetero-complexes formation (Figure 4B). In the case of Gαs and Gαi, no interaction was 
virtually measured (Figure 4B). This is in agreement with the notion that β2AR switch 
coupling from Gαs to Gαi, thus affecting its signalling [39]. In this case, both Gα subunits 
can interact with the same receptor, but not at the same time, and the interaction of Gαi 
depends on the Gαs activation. In the present study, Gαq and Gαi1 can form complexes and 
synergised in the DOR calcium mobilization, where both Gα subunits could interact with 
the receptor, indicating a possible multi-Gα complex formation under the same receptor.   
 
GPCRs typically modulate Calcium levels through a PLC-dependent pathway, through 
tyrosine kinases activation [40] or via Gβγ from Gαi and Gα (q/11/14/15) engagement of 
the enzyme [25,26,41]. Calcium levels can also be regulated in a PLC/IP3-independent 
manner, through direct Gβγ interaction with IP3 receptors or Calcium channels [42].  All 
these events integrate and define the cell’s Calcium response to one or multiple GPCRs 
ligands.  In our cellular model, DOR’s Calcium response to DPDPE is sensitive to both 
PTX and U73122, a specific inhibitor of PLC (data not shown) and thus, is exclusively 
mediated through the Gβγ-activation of PLC and coming from Gαi, which limits the 
possibilities of distant crosstalk between different pathways and simplify the interpretation 





It is expected that variations in the nature and ratio of different G protein subunits would 
influence DOR-effectors complexes and thus its signalling.  Based on this premise, we 
transiently expressed Gα subunits and showed that changing levels of endogenously 
expressed Gα or introducing new ones had a significant impact on DOR’s Calcium 
response and sensitivity to PTX.   Most of our observations could be best explained by 
interdependence and cooperativity within muti-G proteins complexes than just simply by 
cross-talk between the signalling pathways independently induced by G protein protomers.  
For example, while Gαq expression abolishes agonist-induced inhibition of cAMP 
production (Figure 1), DOR’s Calcium response remains mostly intact and still completely 
PTX-sensitive (Figure 2B).  However, a Gq (Y261L) with substitution in its effectors 
interaction domain is significantly reducing DOR’s Calcium response, revealing Gq 
participation in an otherwise PTX-sensitive response (Figure 2I).  A PTX-sensitive synergy 
for DOR’s Calcium response was also observed between endogenous G proteins and co-
expressed Gα14 (Figure 2E) while its expression had no significant impact on DOR’s 
cAMP response (Figure 1A). Synergy for DOR’s Calcium response is also observed 
between Gq/Gz (Figure 2H vs 2C) and Gq/Gi (Figure 2G vs 2A).  Coexpressing Gαz with 
Gαq-Y261L revealed the importance of Gq’s interaction with PLC for this synergy.  If G 
proteins were to act independently, we would have expected either: a) no effect on cAMP 
or Calcium response following an increase in Gq level, if DOR were not capable of Gq 




proteins of the Gi family with a concomitant apparition of a PTX-resistant Calcium 
response. If this receptor was able to couple Gq without being able to use it, a decrease in 
both DOR’s cAMP and Calcium responses would have been observed, but it was not the 
case, so the effect of Gαq on the DOR cAMP signalling seems independent of a Gαi 
displacement. These results suggest a possible interaction between Gαq and DOR receptor. 
 
Using BRET to monitor early events in G protein activation [11,43], we confirmed that 
DOR can selectively engage both Gαi1 and Gαq  (Figure 3A and 3B).  Only the DOR/Gi 
complex and, not DOR/Gαq, showed a significant change in BRET upon agonist 
stimulation.  However, DPDPE-dependent BRET modulation between Gα and Gγ1 was 
observed for Gαq, Gαi and Gαz. Gα/Gγ1 BRET modulation was PTX-sensitive for both 
Gαq and Gαi but not Gαz (Figure 3C-3E). These results are in line with the observations in 
figure 2B that expression of Gαq didn’t lead to an induce PTX-resistance or an increase of 
DOR’s Calcium response.  These results suggest that Gq is maybe not directly activated by 
DOR and that the BRET modulation was measured between Gαq and the Gγ1 associated to 
a PTX-sensitive G protein, within the same complex.  Gαq has been shown to constitutively 
interact with PLC even in a GDP-bound form [44]; in this context, Gq could be acting as a 
scaffolding protein within the receptor/effectors complex, and be important for DOR’s 
response by bringing and keeping a PLCβ in the vicinity of an activated PTX-sensitive G 
protein. To further support this hypothesis, we observed that expressing Gαq-Y261L is 




This indicates that a PTX-sensitive G protein is driving signal transduction leading to 
DOR’s Calcium response even if Gq were to be present in this complex. We don’t know 
however, if the presence of Gαq is essential for Gαi-mediated DOR’s Calcium response. 
But, a synergy was observed with Gαi1/Gαq co-expression while overexpressing only Gαi1 
didn’t lead to an increase in Calcium response.  These results suggest a possible complex 
formation between different Gα in the GPCR signalization. 
 
Cooperativity between G proteins for signal transduction has also been demonstrated for 
other receptors, through differential injections of neutralizing antibodies against specific Gα 
subunits.  Using this approach, Gαq/11 and Gα12 were shown to act in synergy for the 
modulation of phospholipase C-β1 activity, in response to AT1aR activation [45]. In our 
study, BRET titration curves were used to reveal specificity for hetero-complexes 
formation, as summarized in a matrix representation (Figure 4B), and a complex formation 
between Gαq and Gα12 was measured.  Not all possible pairs could be tested because 
expression of some constructs couldn’t reach the level necessary for this type of 
experiments.  However, our BRET results still clearly indicate that there is selectivity for 
the presence of G proteins within the same complex and this even under the Gα-
overexpression imposed by the titration curves.  These results are compatible with our 
observations on the cross-talk between Gi and Gq family members. Moreover, our results 
indicate that selectivity exists and that BRET could be used to reveal and study elements 




Oligomerization is a recurrent phenomenon in biology for controlling the distribution and 
function of diverse classes of proteins such as scaffolding proteins, enzymes, ligands and 
receptors. GPCRs are known to homo and hetero-oligomerize [46,47]. Through 
oligomerisation, GPCRs could be bringing their cognate G protein in close proximity and, 
it is thus possible that G proteins adapted to productively and selectively co-exist as 
oligomers within this complex.  To identify a putative region within the Gα that could be 
involved in oligomeric assembly or at least in the selectivity association presented in figure 
4B, the sequences of different Gα were aligned, based on structure and primary sequence 
(Figure S2).  From this alignment, we identified a divergent region between the Gα, 
composed of 15-20 residues within an α-helical structure.  A Gαi1/Gα12 (Gαi1-8h12) 
chimera was then created for which the first 8 residues of the α4 helix of Gαi were 
exchanged for the corresponding residues of Gα12.  As shown in Figure 4A and 5A, Gαi1 
and Gα12 did not produce a specific BRET signal, whereas the chimera Gαi1-8h12 did 
with Gα12. AGS3, a protein known to specifically interact with Gαi, did promote a BRET 
increase for the interaction of Gαi with itself as well as for the interaction between Gαi and 
the chimera Gαi1-8h12 (Figure 4B), indicating that this region of the α4 helix is not part or 
do not influence the Gαi’s interacting domain for AGS3.  In fact, the Gα interacting 
interface for GPR motif of AGS and Goloco motif of RGS has been mapped at the junction 
of helix αB and αC, which is in the vicinity of the Gβγ interaction site [46].  In previous 
studies, it was predicted through evolutionary trace, and shown through mutational analysis 




thus part of α4 helix, can selectively influence signal transduction [33,34,48,49].  Based on 
Gα crystal structure (Figure 5), our results with AGS3 (Figure 5B) and the selectivity 
profile (Figure 5A), it appears that the α4 helix represents an independent functional 
domain and could well be a Gα-Gα interface for selectivity and G protein crosstalk. This 
interface could be involved in Gα complex formation through a direct or indirect interaction 
involving an accessory protein. However, in order to distinguish between those two 
possibilities, additional experiments would be needed. 
Cooperativity and interaction have also been shown for the other GTPase.  For example, 
direct oligomerization of Ras has been shown to be essential for Raf activation [52]. More 
recently, the Arf6, a small G-protein implicated in membrane ruffling, and the JIP4, a 
scaffold protein implicated in the regulation of mitogen-activated protein kinase, co-crystal 
was resolved to a complex of two Arf6 and two JIP4 protomers where, Arf6 is interacting 
on both sides of the coil-coil JIP4 interface (ARF6–(JIP4)2–ARF6) [53]. Similar complexes 
were shown for members of the Rab and Arl1 family with Rab7:RILP [54], 
Rab11:FIP2/FIP3 [55,56], Rab6:GCC185 [57] and ARL1:Golgin245 [58] with an 
accessory protein bridging the GTPases. Moreover, for members of the GAD (G proteins 
activated by nucleotide-dependent dimerization) family, such as GBP1 and septin, GTP-
binding control their oligomerization through interaction between their G domains [59]. 
Oligomerization of large G proteins such as Dynamin is also important for their activity; 
one of the interfaces involves the participation of a helix-structured domain [60,61].  




interaction such as with Ras/GAD or involving other partners such as observed with 
Rab/Arl1 GTPases.  
In this study, DOR was used as a model to study and characterize the nature of the receptor-
effectors’ complex and cross-talk between G proteins, using classical signalling events such 
as cAMP and Calcium-dependent pathways.  We showed that selectivity exists for G 
protein complex formation and that a region within a α4 helical structure of the Gα subunit 
could be involved in this selectivity maybe through protein-protein interaction.  Studying 
the structural basis for the selective G protein complex formation could potentially reveal 
the importance of an oligomerisation interface for signal transduction.  On these bases, 
further experiments could be designed to better understand the implication of multi-G 
protein α in the early events in signal integration leading to GPCR-specific cellular 
responses.  
 
Materials and Methods: 
Molecular cloning and plasmids 
pcDNA3.1-Zeo vectors encoding G protein subunits (Gα, Gγ) were obtained from Missouri 
University of Science and Technology. Fusion proteins were also cloned in pcDNA3.1-Zeo 
(Invitrogen). GFP10-Gγ1 and all GFP10-Gα subunit was generated by subcloned G protein 
will-type in GFP10-Gγ2 [11] by removing Gγ2 with Acc65I-XbaI. RlucII was derived from 
Renillia luciferase introducing two punctuated mutation (C124A and M185V) by side 




site to create all RlucII-Gα fusion protein. To generated, Gαi1-91Rluc 8h-12 and Gαi1-
91Rluc 20h-12 chimeras PCR side mutagenesis was make with Gαi1 specific primer 
containing the 8 or 20 amino acids form Gα12, respectively, on Gαi1-91Rluc [43]. By PCR 
overlap, the RlucII was introduced in position 91 for Gαz (Gαz-91RlucII) or in position 122 
for Gαq (Gαq-122RlucII) where the NAAIRS amino acids was used as liker between the 
Gα subunits and RLucII in both sides. To produce Gαq(i5) and Gαq(i5)-122RlucII, PCR 
with specific Gαq N-terminal primer and a chimera Gαq C-terminal primer with the last 
five amino acids of Gαi1. GFP10-EPAC-RlucII was use as cAMP biosensor and was 
descript in Leduc et al [47]. The AGS3 will-type (AGS3 wt) and AGS3 where all four GRP 
domain was mutated to lost Gαi interaction (ASG3 Q/A) was generously give by Dr. Steve 
Lanier [48]. 
 
Cell culture and transfection 
HEK293s cells stably transfected with delta opioide receptor fuse to FLAG-DOR in its N-
terminal (FLAG- DOR cells) [49] were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL 
penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamine and 300 µg/mL G418 (Wisent, Qc, Canada) 
and incubate at 37°C in 5% CO2. Two days before the experiments, 2.5 μg total DNA was 
transfected for 400 000 cell/ml in 6-well plates using polyethylenimine 25 kD linear (PEI; 




expression vectors was diluted in 150 mM NaCl and the total quantity of DNA was 
completed at 2.5 μg with Salmon Sperm DNA (Invitrogen).  
 
Total fluorescence and bioluminescence measurements: 
Total fluorescence and bioluminescence were evaluated for each well (96-well plate, 
100 000 cells/well) using a FlexStation2 and Mithras LB 940, respectively. GFP10 
fluorescence was excited at 400nm and read at 515nm, whereas YFP was excited at 485nm 
and read at 538nm. Fluorescence values were corrected by subtracting the auto-
fluorescence of cells not expressing uvGFP or YFP. Bioluminescence was evaluated for 
each well after addition of 5 μM coelenterazine-400a (Biotium) or 1 μM coelenterazine-h 
(Nanolight technology).  
 
BRET 
Transfected cells were washed twice, detached and resuspended in phosphate buffered 
saline (PBS). For BRET1 and BRET2 experiment, 100 000 cells per well were distributed in 
96-well microplates (Optiplate, PerkinElmer). BRET1 was read 10 minutes after exposing 
cells to 1 μM coelenterazine h or BRET2 2 minute after exposing cells to 5 μM of 
coelenterazine 400a using the Mithras LB 940 microplate reader (Berthold Technologies) 
equipped with acceptor (530±20 nm) and donor (480±20 nm) filters. BRET signals were 
derived from the emission detected with the energy acceptor filter sets divided by the 




subtracting the background ratio obtained from cells expressing only the energy donor. 
BRET titration curves were generated by maintaining the amount energy donor construct 
constant and transfecting increasing amounts of energy acceptor constructs. The obtained 
BRET was expressed as a function of the total fluorescence over the total bioluminescence 
detected for each transfection condition. 
 
cAMP measurement 
To follow cellular cAMP level, BRET2 cAMP-EPAC biosensor was use. This biosensor 
was modified by changing YFP to GFP10 from the BRET1 generation [51]. Basically, 
transfected cells were washed twice, detached and resuspended in PBS and 100 000 cells 
were distributed per well in 96-well microplates (Optiplate, PerkinElmer). The cells were 
treated 5 minutes with 30 uM forskoline (List Biological Laboratories Inc.). After that, the 
cells were treated 10 minutes with 100 nM DPDPE (Sigma) and finally 5μM coelenterazine 
400a was added for 5 minutes. BRET ratio was measurement with Mithras LB 940 
microplate reader.   
 
Calcium measurement 
Obelin biosensor was used as cellular calcium reporter [52]. Basically, cells transiently 
expressing Obelin plasmids was washed twice, detached and resuspended in Tyrode’s 
buffer (137mM NaCl, 2.8mM KCl, 12mM NaHCO3, 5.5mM glucose, 0.4mM NaH2PO4 




well microplates (Optiplate, PerkinElmer), 100 000 cells was added per well and 100 nM 
DPDPE was injected. Luminescence was measured each 500 milliseconds for 30 to 45 




 Statistical significances of the differences between conditions were assessed by ANOVA 








AGS, Receptor-independent activators of G protein signaling; BRET, Bioluminescence 
resonence energie transfor; DAG, Diacylglycerol; DOR, delta opioid receptor; DPDPE, [D-
Pen2,D-Pen5]-Enkephalin; ER, Endoplasmic reticulum; GAD, G proteins activated by 
nucleotide-dependent dimerization; GFP, Green fluorescent protein; GPCR, G-proein 
coupled reacptor; GRP, G protein regulator motif; IP3, Inositol triphosphate; PLC, 
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Figure 1 : Effect of G-α subunit on cAMP pathway 
Stably over-expressing FLAG-DOR HEK293s was co-transfected with GFP10-EPAC-
RlucII biosensor and different G-α subunits alone Cyclase activity represented the ability of 
DPEPE (100 nM) to reverse the effect of Forskolin (30 µM) on cAMP production. The data 
shown represent the mean ± SEM of 3 independent experiments conducted in triplicates. 
The data shown represent the mean ± SEM of 3 independent experiments conducted in 
triplicates. One-way ANOVA followed by Dunnett test showed significant differences 
between cells expressing or not Gα subunit (*P < 0.01,) 
 
Figure 2: Effect of G-α subunit on calcium pathway 
Stably over-expressing FLAG-DOR HEK293s was co-transfected with Obelin biosensor 
and different G-α subunits alone (A, B, C, D, E and F) or in combination of two G-α 
subunits (G and H). The cells in A, B and C expressed Gαi/o subfamily member; Gαi1, 
GαoA and Gαz respectively.  The cells in D, E and F expressed Gαq/11 subfamily member; 
Gαq, Gα14 and Gα15 respectively. The cells in G co-expressed Gαq and Gαi1. The cells in 
H and I co-expressed Gαz and Gq wt (H) or with different Gαq mutants (I): Gαq R214A 
(mutation in RGS binding domain) and Gαq Y261L (mutation in PLC-β binding domain). 
The black arrow represent the DPDPE (100 nM) injection time (green) or DPDPE (100 
nM) with PTX (100 ng/ml) add 16h before experiment (red). The grey dash line represents 




milliseconds for 30 seconds after injection. The data shown represent the mean ± SEM of 3 
independent experiments conducted in triplicates. 
 
Figure 3: Gαq Activatoin by DOR 
Stably HEK293t was co-transfected with a constant amount of Gαq-122RlucII (A) or with 
Gαi1-91RLucII (B) in presence of increase amount of DOR-GFP2. Two minutes before 
BRET measurement, cells were treated with 100 nM DPDPE. Next, stably over-expressing 
FLAG-DOR HEK293s was co-transfected with GFP10-Gγ1 and Gαq-122RlucII (C), or 
Gαi1-91RlucII (D), or Gαzi-91RlucII (E). The data shown represent the mean ± SEM of 3 
independent experiments conducted in triplicates. One-way ANOVA followed by Dunnett 
test showed significant differences between cells over-expressing Gα subunit or not (**P < 
0.01,) 
 
Figure 4: BRET titration curve between G-α subunit 
Stably over-expressing FLAG-DOR HEK293s was co-transfected with a constant amount 
RlucII-Gα and an increase concentration of GFP10-Gα. Example of positive interaction 
between Gi1 and Gi1 (green curve) or negative interaction between Gi1 and G12 (red 
curve) (A). Table of each Gα subunit interaction combination, where green box represent 
positive interaction (B). The data shown represent 3 independent experiments. The curves 





Figure 5: BRET titration curve  between Gi1 8h12 and G12  
In A, stably over-expressing FLAG-DOR HEK293s was co-transfected with a constant 
amount RlucII-Gα12 and an increase concentration of GFP10-Gαi1 (green curve) or 
GFP10-Gαi1 8h12 (red curve). The data shown represent the mean ± SEM of 3 independent 
experiments conducted in quadruplicated. The curves were fitted using nonlinear regression 
or linear regression with GraphPad PrismTM. In B and C, HEK293t co-transfected with a 
constant amount RlucII-Gαi1 and GFP10-Gαi1 or GFP10-Gαi1 8h12 (B) or RlucII-Gα12 
GFP10-Gαi1 or GFP10-Gαi1 8h12 (C) in presence or not of AGS3 wt. The data shown 
represent the mean ± SEM of 3 independent experiments conducted in triplicates. One-way 
ANOVA followed by Dunnett test showed significant differences between cells over-
expressing AGS3 or not (**P < 0.01,) 
 
Supporting information 
Figure S1: Calcium Assay: Fluorescence vs Luminescence 
Stably over-expressing FLAG-DOR HEK293s was transfected with Obelin biosensor alone 
(A, B) or with Gαq(i5) subunits (C, D). For the fluorescence assay (A, C) 50 µl of 2X 
FLIPR calcium 4 dye (Molecular Devices) was add on cell in clear-bottom black 96-well 
plate (Costar) containing 50 µl tyrode’s solution. The plate was incubated two hours at 
room temperature. The plate was place in FLEXStation microplate reader set in FLEX 
mode to read fluorescence each 1.4 seconds for 120 seconds after injection of Carbachol 




luminescence assay, attach cells were wash two time with PBS 1X and leave in tyrode’s 
solution with 2 µM coelenterazine h for 2 hours. Then, luminescence was taking each 500 
milliseconds for 120 seconds after injection of Carbachol (B) or of DPDPE (D). The data 
shown represent the mean ± SEM of one experiment conducted in sixplicata.  
 
Figure S2: M-COFFEE sequence alignment 
Amino acids sequence of human Gαi1, Gαq Gαs long and Gα12 was used to produce 
alignment sequence with M-Coffee, red color indicate good sequence homology and blue 
color indicate less sequence homology. The light blue box represents one of the two highly 
variable regions. The PDB of Gαt/i1 chimera with Gβγt was introduce where the Gα 
subunit was put in green, Gβ in pink and Gγ in yellow. The amino acids corresponding to 
the light blu box in M-Coffee alignment was putted in orange.  
 
Figure S3: Activity control of Gαi1 8h12 chimera 
Stably HEK293t was co-transfected with a constant amount Gαi1-91RLuc (A), Gαi1 8h12-
91RLuc (B) or Gαi120h12-91RLuc (C) in presence of increase amount of α2A-adrenergic 
receptor-Venus. Two minutes before BRET measurement, cells were treated with 10 µM 
Noradrenalin (red curve) or PBS (blue curve). The data shown represent the mean ± SEM 
of 3 independent experiments conducted in triplicates. The curves were fitted using 










































Retour sur les techniques de mesure d’interactions protéiques 
 
Depuis de nombreuses années, les techniques utilisées afin d’étudier la nature des 
molécules composées d’acides aminés ainsi que leur capacité à former des structures plus 
complexes sous forme de protéines, ont fortement évolué. Toujours dans le but d’acquérir 
une meilleure compréhension des structures moléculaires régissant les interactions 
protéiques, et alimenté par l’évolution dans la conception d’anticorps, plusieurs méthodes 
ont permis d’identifier des interactions protéine-protéine dans des conditions in vitro, 
comme c’est le cas avec la technique de ‘pulldown’. Cette technique permet de mesurer 
dans des conditions contrôlées, hors de la cellule, une interaction directe entre deux 
protéines (protéine leurre et protéine proie), où les protéines sont exprimées séparément 
dans des bactéries, avant d’être purifiées et mises en contact l’une avec l’autre. Grâce à 
l’utilisation d’un anticorps spécifique dirigé soit contre l’une des protéines directement 
(dite protéine leurre), soit contre une étiquette fusionnée génétiquement à la protéine leurre 
(GST, myc, Flag et autres), il est possible d’isoler sélectivement la protéine leurre pour 
ensuite mesurer la présence de la protéine proie par immunobuvardage, s’il y a eu 
interaction entre les deux protéines. L’avantage de cette technique est que dans le cas d’un 
résultat positif, il est possible de conclure que l’interaction entre les deux protéines étudiées 
est directe. Par contre, cette technique étant entièrement réalisée in vitro, l’interaction 
mesurée entre les deux protéines ne tient pas compte du contexte cellulaire, qui pourrait 
influencer la présence de ces interactions. En parallèle de cette technique, il est possible de 
faire des expériences similaires, mais en exprimant les protéines leurre et proie dans les 
mêmes cellules eucaryotes, et d’isoler ensuite sélectivement la protéine leurre avant de 
suivre par immunobuvardage la présence de la protéine proie. Dans ces conditions, le 




cellulaire est nécessaire et ceci peut également influencer de façon artificielle l’interaction 
mesurée entre les deux protéines. De plus, l’interaction mesurée peut être indirecte, car des 
facteurs cellulaires (protéines, ARN, ADN et autres) pouvant lier les deux protéines en 
même temps peuvent servir d’intermédiaires entre celles-ci, et ainsi permettent d’isoler la 
protéine proie en même temps que la protéine leurre bien que celles-ci n’interagissent pas 
directement l’une avec l’autre. La combinaison des résultats de ces deux techniques permet 
d’avoir une plus grande certitude sur la possibilité d’interactions entre les protéines 
étudiées. À partir des méthodes énumérées ci-dessus, il est possible de suivre la formation 
d’interactions protéiques avec des avantages et inconvénients différents dans chaque cas. 
Toutefois, ces méthodes ont toutes un même point en commun, la détection des interactions 
protéine-protéine est réalisée à l’extérieur du contexte cellulaire, soit en mesurant 
directement in vitro les interactions, ou en lysant les cellules pour avoir accès aux protéines, 
comme par exemple le yeast-two-hybrid, TAP-TAG-MS, far-western, etc. 
 
Toujours dans le but de mesurer des interactions protéiques dans des conditions cellulaires, 
plusieurs groupes se sont tournés vers l’utilisation de la microscopie de fluorescence 
combinée à un co-marquage sélectif des protéines d’intérêts, soit avec des anticorps 
spécifiques dirigés contre ces protéines, soit par la fusion génétique entre les protéines 
d’intérêts et des protéines fluorescentes de type GFP/DsRed. Dans le cas de l’utilisation 
d’anticorps spécifiques, les images de microscopie sont généralement obtenues suite à la 
fixation et au marquage des cellules avec les anticorps, alors que la microscopie est réalisée 
directement sur les cellules vivantes dans le cas de l’utilisation de protéines de fusion avec 
les protéines fluorescentes. Il est possible de superposer  les images obtenues à partir des 
différentes couleurs mesurées et ainsi de suivre visuellement la co-localisation des 
protéines dans la cellule. Théoriquement avec cette méthode, il est possible de suivre la co-
localisation de plusieurs protéines en même temps. En pratique, il est difficile de suivre 
plus de trois partenaires en parallèle pour des raisons techniques. De plus, dû à la résolution 




impossible d’affirmer que deux protéines sont en interaction directe à partir de cette 
technique de microscopie de fluorescence. En comparant cette précision de l’ordre du 100 
nm, avec la taille des protéines globulaire qui varie entre 1 et 10 nm de diamètre (Erickson, 
2009), tout au plus, il est possible de conclure que les protéines se retrouvent dans un rayon 
de 400 à 600 nm de distance l’une de l’autre.  
 
En utilisant le transfert d’énergie de fluorescence ou de bioluminescence (FRET, BRET) 
entre un donneur et un accepteur d’énergie, il est possible de d’augmenter la résolution par 
rapport à la microscopie de fluorescence classique, et de la porter à l’ordre de grandeur de 
celle des protéines elles-mêmes. Le FRET et le BRET permettent d’avoir une résolution de 
100Å, qui correspond à 10 nm, ce qui est dans l’intervalle de grandeur des protéines 
globulaires. Par contre, il est toujours possible que la mesure du signal de FRET et de 
BRET entre deux protéines soit le reflet d’une interaction favorisée par la présence d’un 
troisième partenaire, tel est le cas du BRET entre les sous-unités Gα et Gγ de la protéine G 
dans l’article 2 . Pour avoir une interaction entre Gα et Gγ, la présence de Gβ est essentielle 
pour faire le pont entre ces deux sous-unités. Néanmoins, les techniques de FRET et de 
BRET sont des outils puissants permettant de suivre la formation de complexes, avec de 
petites distances entre les différents partenaires. 
 
Les techniques de RET (FRET et BRET) ont comme désavantage que les signaux mesurés 
peuvent résulter de collisions aléatoires produites suite à une agglomération des protéines 
dans des micro-domaines cellulaires. Afin de palier à ce désavantage, l’utilisation de 
contrôles négatifs mimant la localisation des protéines d’intérêts devient extrêmement 
importante. De plus, la localisation des interactions en BRET est difficile à mesurer en 
microscopie. Toutefois, les techniques de BRET sont des méthodes de choix pour mesurer 
des interactions protéiques et tester l’influence de contributions extérieures à ces 





Afin de pouvoir répondre à de nouvelles questions biologiques entourant la formation de 
complexes à plusieurs partenaires dans les actions physiologiques des récepteurs, une partie 
de cette thèse a été consacrée à l’élaboration de nouvelles versions du BRET, leurs 
multiplexage ainsi que l’utilisation combinatoire de technologies déjà excitantes.  
 
 
Développements techniques et implications dans l’élaboration de 
nouvelles hypothèses de travail 
 
L’avancement technologique est au cœur même des nouvelles découvertes en science, 
comme en fait foi l’évolution extraordinaire des connaissances dans le domaine de la 
génomique, qui est intiment lié à l’augmentation de la vitesse de séquençage de l’ADN 
ainsi qu’aux prouesses technologiques dans le domaine de l’informatique, qui permettent de 
déchiffrer actuellement le génome d’un organisme entier en quelques jours. L’amélioration 
ainsi que l’élaboration de nouvelles techniques de mesure est nécessaire, voire même 
essentielle, au développement des connaissances dans le domaine des interactions 
protéiques. Le BRET est un outil performant pour ces études d’interactions protéiques, 
mais jusqu’à récemment son utilisation est limitée à la mesure de l’interaction entre deux 
partenaires en même temps. Plusieurs questions biologiques demandent de pouvoir suivre 
plusieurs interacteurs en parallèle, afin d’étudier leurs influences sur la physiologie des 
cellules. Tout comme l’évolution de la génomique, l’amélioration du BRET a pu bénéficier 
du perfectionnement de connaissances connexes, dans l’enzymologie de la luciférase de 





Améliorations de la Rluc 
A cause de la production de lumière générée par la Rluc en présence de coelenterazine-
400a (Coel-400a), le BRET400-GFP utilisant ce substrat était difficile à mesurer avec des 
lecteurs à microplaques conventionnels, limitant ainsi son utilisation. De son côté, le 
BRET480-YFP qui utilise la coelenterazin-h (Coel-h) comme substrat, est en mesure de 
générer davantage de lumière, mais la résolution spectrale de l’émission du donneur et celle 
de l’accepteur est plus faible, rendant plus difficile la mesure d’interactions faibles ainsi 
que la détection de petites modulations d’interaction comparativement au BRET400-GFP. Le 
groupe du Dr. Gambhir a généré une série de mutants de la Rluc afin d’améliorer la 
stabilité de cette enzyme en milieu réducteur (Loening et al., 2006). À partir de cette série 
de mutations, deux résidus ont été identifiés comme étant importants pour la 
bioluminescence de cette enzyme. Le remplacement des résidus C124 et M185 par une 
alanine et une valine respectivement a permis d’augmenter de 3 fois la production de 
lumière par la Rluc avec la Coel-h et de 52 fois avec la Coel-400a, dans leurs conditions 
expérimentales (Loening et al., 2006). Lorsque ces mutations C124A et M185V ont été 
réalisées dans la Rluc native utilisée au laboratoire (appelée RlucII), une augmentation de 
bioluminescence a été observée pour les deux substrats, de 3 à 10 fois pour la Coel-h et de 
50 à 200 fois pour la Coel-400a (voir Figure 21). De plus, une demi-vie enzymatique plus 
longue a été observée pour les deux substrats, permettant de mesurer des cinétiques 






Figure 21: Comparaison entre Rluc native et Rluc II 
Cellules HEK293t expriment soit Gαs-RlucII ou Gαs-Rluc natif ont été mis en présence de 5 µM des deux 
différentes coelenterazine (coelenterazine-h pour le BRET480-YFP ou coelenterazine-400a pour le BRET400-GFP) 
et le signals de bioluminescecne a été mesuré tous les 10 secondes. 
 
 
Lors d’essais utilisant la technologie BRET400-GFP, des expressions plus importantes de 
protéines fusionnées à la Rluc native permettaient de palier en partie au manque de 
production de lumière. Un niveau élevé d’expression des partenaires BRET pourrait 
influencer les interactions observées, en forçant le rapprochement entre les partenaires ou 
en modifiant la biologie du système. De plus, pour des raisons de demi-vie de 
bioluminescence, un maximum de 8 conditions à la fois et des cinétiques d’interaction 
inférieures à une minute, pouvaient être lu en parallèle, ce qui limitait l’utilisation du 
BRET400-GFP. Avec l’utilisation de la RlucII,  il est maintenant possible de faire des lectures 
de plaques 96 puits entières, de mesurer des cinétiques d’interaction sur des temps plus 
long (entre 30 à 40 minutes), et il est également possible de diminuer l’expression des 
protéines de fusion, permettant d’utiliser des niveaux d’expression plus près des conditions 
physiologiques. L’amélioration des performances de bioluminescence de la RlucII permet 
d’avoir tous les avantages de la technologie BRET400-GFP avec la facilité expérimentale du 
BRET480-YFP. L’utilisation de la RlucII permet également de réaliser de nouvelles 
générations de BRET utilisant des protéines fluorescentes moins performantes que celles 
utilisées classiquement dans le BRET400-GFP et permet également l’utilisation combinatoire 




Nouvelles générations de BRET 
Le BRET utilisant la Coel-h comme substrat peut être mesuré avec deux accepteurs 
différents; soit avec la EYFP (Xu et al., 1999), soit avec la EGFP (Gorokhovatsky et al., 
2003) 0u soit la mOrange (De et al., 2009). Par contre, il est difficile de différentier 
sélectivement le signal de l’un par rapport à l’autre lorsque combinés ensembles, en raison 
des spectres d’émission des deux chromophores qui sont trop rapprochés pour être bien 
résolus. En observant les propriétés de fluorescence de plusieurs protéines (voir Tableau 
VI, page 57), on constate que différentes FP possèdent des excitations près de 400 nm, 
longueur d’onde d’émission de la Coel-400a, avec des émissions allant du bleu au jaune, ce 
qui a permis de générer trois nouvelles générations de BRET (voir Figure 22, page 214) 
utilisant soit la BFP (FP bleu), CFP (FP cyan) et mAmetrine (FP jaune).  
Afin d’éviter toute confusion concernant les différentes générations de BRET, nous 
proposons une nouvelle nomenclature basée sur la longueur d’onde d’émission du substrat 
utilisé, ainsi que la couleur d’émission de l’accepteur, ce qui donne pour les générations qui 
utilisent la Coel-400a comme substrat; BRET400-BFP (BFP et EBFP), BRET400-CFP (ECFP, 
sCFP3A et CyPET), BRET400-GFP (GFP2 et GFP10, anciennement appelé BRET2) et 
BRET400-mAmetrine (mAmetrine). Pour ce qui est des générations qui utilisent la Coel-h, la 
nomenclature devient la suivante; BRET480-GFP (EGFP), BRET480-YFP (EYFP, Venus, 
Citrine et YPET) et BRET480-orange (mOrange et mTomato).  
En plus d’augmenter le choix de fluorophores pouvant être utilisés avec la Coel-400a, ces 
nouvelles générations de BRET peuvent être combinées pour mesurer différentes 
interactions en même temps. Toutefois, l’efficacité du transfert d’énergie varie 
dépendamment du fluorophore utilisé, tel qu’illustré à la Figure 22 (page 214) par les 
différentes intensités des épaulements (pics caractéristiques d’émission des accepteurs) 






Figure 22: Spectres des différentes générations de BRET 
Cellules HEK293t expriment chacun des protéines de fusion protéine fluorescente-EPAC-RlucII ont été mis 
en présence de 5 µM de coelenterazine-400a puis le signal de bioluminescence a été mesuré entre 360 nm et 
60 nm à tous les 5 nm. 
 
En ce qui a trait à l’efficacité du transfert d’énergie, la GFP10, classiquement utilisée, est 
donc de loin le meilleur chromophore, suivi par la CFP, la mAmetrine et finalement la 
BFP. Par conséquent dans des conditions de mesure d’interaction entre deux partenaires 
protéiques, le couple RlucII/Coel-400a (comme donneur) et GFP10 (comme accepteur) 
devrait toujours être privilégié. Néanmoins, il est possible de mesure un transfert d’énergie 
avec les trois autres FPs. Bien que la GFP10 soit le partenaire le plus approprié à utiliser 
pour mesurer des interactions à deux partenaire, il est difficile de combiner cette GFP10 
avec d’autres FPs pour mesurer simultanément plusieurs interactions. En revanche, la BFP 
ainsi que la mAmetrine possèdent des spectres complémentaires et facilement séparables, 





Multiplexage des BRET 
La mesure simultanée de plusieurs événements cellulaires dans un seul essai représente un 
défi technologique important et intéressant à combler. Il existe présentement peu de 
techniques permettant la mesure de plusieurs interactions protéiques en même temps, c’est 
pourquoi certains groupes ont mis au point l’utilisation combinatoire de deux transferts 
d’énergie de FRET. Pour avoir un transfert d’énergie de FRET entre deux FPs, il faut 
premièrement avoir un recouvrement entre l’émission du donneur et l’excitation de 
l’accepteur d’énergie, qui doit être suffisante pour permettre un rayon de Föster (R0) au 
minimum de 40Å, distance minimum entre les deux chromophores des protéines 
fluorescentes dû à leur diamètre. Deuxièmement, l’excitation de l’accepteur directement par 
les longueurs d’onde utilisées pour exciter le donneur doit être limité. Finalement, une 
séparation suffisante entre l’émission du donneur et de l’accepteur doit être présente afin de 
permettre un calcul ratiométrique de l’efficacité du FRET (Carlson et Campbell, 2009). 
Pour l’utilisation combinatoire du FRET, non seulement il faut respecter les trois principes 
de base énoncés ci-dessus, mais en plus l’excitation de chacune des paires de FRET doit 
préférablement avoir lieu à des longueurs d’onde différentes. Dans le cas où les deux 
donneurs sont simultanément excités, la mesure des émissions de chacun des accepteurs 
doit être réalisée à des longueurs d’onde pour lesquels l’autre accepteur de FRET n’émet 
pas de  fluorescence  (Carlson et Campbell, 2009). Avec toutes ces contraintes, seul un 
nombre restreint de FPs peuvent être utilisées pour  des mesures simulatnées de FRET. Le 
groupe du Dr. Schultz a utilisé des biocapteurs basés sur deux paires de FRET, CFP-YFP et 
mOrange-mCherry, pour mesurer l’entrée du calcium ainsi que la translocation du 
biocapteur annexin A4 (Piljic et Schultz, 2008). La séparation aux extrémités du spectre de 
la lumière visible de cette combinaison de FPs répond à tous les critères énumérés plus tôt. 
Toutefois, la YFP ainsi que la mCherry sont légèrement excitées de façon directe suite à 
l’excitation de leurs donneurs respectifs, ce qui demande des corrections mathématiques 
supplémentaires. Cette configuration de FRET est limitée à la mesure de deux biocapteurs 




une stratégie basée sur l’utilisation d’un donneur avec plusieurs accepteurs, ou alors 
plusieurs donneurs avec un accepteur, est préférable. En FRET, les partenaires possibles 
pour réaliser ce type d’expérience sont limités. De plus, la sensibilité du FRET est 
inférieure celle du BRET lorsque les expériences sont effectuées dans des microplaques 
(voire section biocapteur pour plus de détaille).  C’est pour ces raisons que nous avons mis 
au point le multiplexage en BRET.  
Comme il a été présenté dans l’article 1, il est possible de mesurer simultanément le 
changement  conformationel d’un complexe (V2R et Gγ2), en même temps que la 
production d’un second messager (AMPc), en utilisant les FPs BFP et mAmetirne. Cette 
configuration fait appel à deux systèmes indépendants de mesure de BRET; V2/Gγ2 pour le 
changement de conformation et le biocapteur unimoléculaire EPAC pour la production 
d’AMPc. Il serait également possible de mesurer du BRET entre soit la BFP, soit la 
mAmetrine en fusion avec deux protéines différentes, et une troisième protéine fusionnée à 
la RlucII, pour ainsi suivre la formation de complexes et les cinétiques d’interaction de trois 
protéines indépendantes. La nouveauté ici est la possibilité de mesurer des interactions 
multiples et indépendantes, ce qui n’est pas le cas avec les autres techniques de 
reconstitution de signal; transfert d’énergie d’un donneur à une GFP reconstituée (BiFC-
BRET/FRET), transfert d’énergie entre trois FP (3-FRET) et transfert séquentiel d’énergie 
BRET/FRET (SRET), où la détection d’un transfert d’énergie implique nécessairement une 
interaction simultanée entre tous les partenaires en même temps. En revanche, les 
techniques de reconstitution de signal permettent de confirmer la présence de plusieurs 
protéines dans un même complexe, ce qui n’est pas le cas pour le multiplexage 
BFP/mAmetrine. Selon les besoins, l’une ou l’autre des approches complémentaires 
peuvent être utilisées.  
Le multiplexage de différentes générations de BRET a également été réalisé dans l’article 2 
où cette fois c’est plutôt la GFP10 et la YFP qui ont été utilisées et excitées par deux 




principal avantage de cette configuration de multiplexage est que toutes les interactions 
peuvent être suivies en parallèle en mesurant le BRET400-GFP entre la Rluc et la GFP (GFP2 
ou GFP10), le BRET480-YFP entre la Rluc et la YFP (EYFP, Venus, Citrine et YPET), et 
finalement le FRET entre la GFP et la YFP (voir Figure 23, page 217). Par contre, il n’est 
pas possible, comme avec BFP/mAmetrine, de suivre les différentes interactions en même 
temps dans les mêmes cellules, car les différentes mesures se font séquentiellement; le 
FRET demande une excitation avec de la lumière à 400 nm, le BRET400-GFP a besoin de 
Coel-400a et finalement le BRET480-YFP utilise plutôt de la Coel-h comme substrat. Malgré 
ces différentes sources d’excitation, il est possible de mesurer séquentiellement ces trois 
RET sur le même échantillon de cellules en mesurant en premier le FRET, suivi du 
BRET400-GFP suite à l’addition de Coel-400a et finalement l’ajout de Coel-h permet la 
mesure du BRET480-YFP, à condition que la luciférase utilisée soit la Rluc native et non pas 
la RlucII. En effet, pour permettre une mesure de luciférase/Coel-h sans contamination de 
signal provenant de l’exitation de la Rluc par la Ceol-400a, l’émission de la 
luciférase/Coel-400a doit être négligeable et dans le cas la RlucII, la demie vie de réaction 
est trop longue (30 secondes pour la Rluc native et 120 secondes pour la RlucII) pour 
permettre une lecture séquentielle de Coel-400a suivi par la Coel-h. 
 
 





L’utilisation simultanée du BRET480-YFP et du BRET400-GFP a permis de suivre en parallèle 
le recrutement de la β-arrestine2 au récepteur V2 ainsi que le recrutement de β2-adaptine à 
la β-arrestine2 (Hamdan et al., 2007) (voir article 4, annexe page IV). Le fait de suivre 
toutes les interactions dans le même cadre cellulaire, même population cellulaire qui est lu 
soit avec la coel-h ou la coel-400a en parallèle,  a permis de réellement comparer les 
cinétiques de chacune des interactions, par opposition au même type d’expériences 
réalisées individuellement dans des cellules différentes. Le fait que les différentes 
cinétiques sont mesurées dans des conditions identiques d’expression des protéines, le ratio 
de chacune de ces protéines est le même, car les cinétiques d’interaction entre deux 
partenaires sont fortement influencées par la concentration de ces partenaires.  
 
 
Figure 24: Spectre de bioluminescence de la YFP vs la GFP10 en présence de 
coelenterazine-400a 
Cellules HEK293t expriment chacun des protéines de fusion protéine fluorescente-EPAC-RlucII ont été mis 
en présence de 5 µM de coelenterazine-400a puis le signal de bioluminescence a été mesuré entre 360 nm et 
60 nm à tous les 5 nm. 
 
Le multiplexage de la GFP (GFP2 ou GFP10) avec la YFP (EYFP, Venus, Citrine et YPET) 
a comme principal désavantage que les YFP sont légèrement excitées directement par la 
Coel-400a, tel qu’illustré dans le spectre du biocapteur Venus-EPAC-RlucII (voir Figure 




d’énergie vers la GFP est contaminé par le transfert d’énergie de la YFP, lorsque co-
exprimés dans les mêmes cellules. Néanmoins, il est possible de soustraire la contribution 
de la YFP dans le filtre de la GFP par une correction mathématique en utilisant le BRET480-
YFPavec la Coel-h, qui n’excite pas directement la GFP, comme valeur de référence (voir 
article 2). Suite au développement du BRET400-CFP, afin d’éviter ce type de correction 
mathématique, il est possible de remplacer la GFP2 par une CFP (ECFP, sCFP3A et 
CyPET), ce qui permet de suivre séparément le signal de transfert d’énergie de la Coel-
400a vers la CFP sans être contaminé par le transfert d’énergie à la YFP, en utilisant des 
filtres qui excluent les longueurs d’ondes d’émission de la YFP (voir Figure 26, page 220).  
 
En résumé, les deux méthodes de multiplexage développées dans cette thèse permettent de 
suivre dans les mêmes conditions cellulaires, différentes interactions protéine-protéine. Par 
contre, chacune de ces approches possèdent différents avantages et inconvénients, ce qui 
permet de sélectionner le type de multiplexage approprié selon les besoins.  
 
 
Figure 25: Séparation des émissions des protéines fluorescentes 
Comparaion des sprectres d’émissions de la BFP et mAmetrine ou entre GFP10 et YFP afin de démontrer que 




Mesure séquentiel BRET/FRET (SRET) 
La combinaison de la GFP2 et de la YFP permet théoriquement de mesurer un transfert 
d’énergie à trois partenaires avec un BRET entre Rluc/Coel-400a (donneur) et GFP2 
(accepteur), suivi d’un transfert d’énergie FRET entre la GFP2 (donneur) et la YFP 
(accepteur), car l’émission de la GFP2 permet d’exciter la YFP qui va à son tour émettre de 
la fluorescence. En 2008, un groupe a publié un article qui décrit ce type d’essai (Carriba et 
al., 2008). Cependant, la méthodologie présentée dans cet article ne tient pas compte de la 
stimulation directe de la YFP par l’émission de Rluc-Coel-400a, ni de l’énergie émise par 
la GFP2 dans le filtre de la YFP (voir Figure 25, page 219). Ainsi, en plus de mesurer le 
transfert séquentiel Rluc-GFP2-YFP (contribution mineure), les auteurs détectent également 
une contamination du signal provenant du transfert d’énergie entre Rluc-GFP2 ainsi 
qu’entre Rluc-YFP (voir figure suppélmentaire 5 de l’article 2) 
 
Figure 26: SRET entre RlucII-CFP-YFP 
Comparaion des sprectres d’émissions de la CFP et YFP afin de démontrer que la sépataiton des signaux de 
fluorescence est meilleur. 
 
 
Présentement au laboratoire, nous travaillons à l’élaboration d’une méthode de SRET qui 
tient compte de tous les facteurs affectant le transfert d’énergie et qui permet d’appliquer 




que du BRET480-YFP avec la YFP, sera privilégiée plutôt que l’utilisation du BRET400-GFP et 
BRET480-YFP, afin de minimiser les corrections mathématiques. 
 
L’utilisation du BRET a permis de proposer de nouvelles hypothèses sur le mode de 
fonctionnement des RCPG au cours de cette thèse. En plus de mesurer pour la première fois 
l’interaction entre les sous-unités Gα de la protéine G et GRK2, il a également été possible 
de suivre la formation de complexes entre GRK2 et la β-arrestine (résultats non présenté). 
Outre ces nouvelles découvertes, les développements technologiques basés sur le BRET ont 
permis de mesurer une interaction protéine-ARN en cellules vivantes. Dans le cadre d’une 
collaboration avec le Dr. Desgroseillers, la mesure d’interactions entre Staufen-1, une 
protéine impliquée dans le transport axonal des ARNm, et l’ARN a été réalisée pour la 
première fois (voir Article 5 page XVII). Staufen-1 fusionné à la Rluc et un colorant 
fluorescent d’ARN, le SYTO14 qui entre dans les cellules et se fixe aux ARN pour devenir 
fluorescent, ont été utilisés comme donneur et accepteur d’énergie respectivement, afin de 
suivre cette interaction protéine-ARN en cellules vivantes. En plus de mesurer l’interaction 
entre une protéine et l’ARN, cette étude a démontré qu’un dimère de Staufen-1 lie l’ARN. 
Ceci a été mesuré par la combinaison du BiLC (complémentation de le RLuc) avec le 
BRET-ARN (voir Article 5 page XVII). Ces expériences semblent indiquer que la 
formation de complexes Staufen-1/ARN implique la présence de plusieurs monomères de 
Staufen-1 en même temps. 
 
L’innovation dans le domaine du BRET avec les différentes couleurs, le multiplexage des 
BRET, ainsi que le BRET avec de petites molécules, tel que le SYTO14, ont permis la 
détection de nouveaux complexes. Ces résultats démontrent ainsi l’importance du 
développement technologique afin de répondre adéquatement à de nombreuses questions 
biologiques et ouvrent la porte à de nouvelles interrogations sur les rôles précis de ces 





Biocapteurs et leurs implications dans l’étude des RCPG 
 
Par définition, un biocapteur, normalement composé d’une cible biologique et d’un 
rapporteur de cette activité, est un outil qui permet de suivre un phénomène biologique. 
Plusieurs types de biocapteurs sont présentement disponibles pour mesurer l’activité des 
RCPG, allant d’enzymes bioluminescentes sous contrôles de promoteurs spécifiques (gènes 
rapporteurs), aux petites molécules fluorescentes, ainsi qu’aux rapporteurs basés sur des 
changements de conformations protéiques (FRET ou BRET).  
 
Nouvelle génération de biocapteurs BRET 
 
Dans les dernières années, une série de nouveaux biocapteurs basés sur le FRET ont vu le 
jour, allant d’interactions biomoléculaires comme dans le cas du recrutement de grb2 au 
récepteur EGF (Sorkin et al., 2000), au changement de conformation au sein d’une même 
molécule, comme dans le cas du biocapteur d’AMPc basé sur EPAC (DiPilato et al., 2004). 
Par contre, dans le cas du BRET, peu de biocapteurs ont été décrit dans la littérature, et ce 
malgré sa plus grande sensibilité comparativement au FRET. Ceci est grandement dû au fait 
que le FRET, lorsque couplé à la microscopie, permet de suivre les interactions au sein 
d’une cellule, donnant ainsi une localisation dans l’espace en plus de suivre dans le temps 
l’évolution de ces interactions. Néanmoins, les images de FRET sont souvent imparfaites et 
difficiles à interpréter dû aux problèmes techniques inhérents à la méthode elle-même. Une 
amélioration des détecteurs utilisés en microscopie permet actuellement de mesurer du 
BRET sur une seule cellule, mais avec des temps d’exposition relativement long, de l’ordre 
de la minute (Coulon et al., 2008). En couplant les nouvelles générations de détecteurs plus 
sensibles avec les nouvelles luciférases Rluc8 et RlucII plus brillantes, il sera 
éventuellement possible de diminuer le temps d’exposition, permettant ainsi de 




microscopie. Finalement, nous pourrions également envisager coupler ce BRET en 
microscopie avec les nouvelles générations de BRET présentées précédemment, afin de 
suivre visuellement plusieurs interactions en parallèle.  
 
Un des avantage incontestables du BRET par rapport au FRET, est sa plus grande 
sensibilité de lecture lorsque mesuré en lecteur de microplaque. Pour un même biocapteur, 
la version BRET requiert des niveaux d’expression de donneurs et accepteurs d’énergies de 
10 à 100 fois moins que ceux nécessaires pour obtenir des résultats reproductibles avec le 
FRET. Ceci est dû au problème d’auto-fluorescence des échantillons biologiques ainsi que 
des microplaques utilisées pour mesurer le transfert d’énergie (voir Figure 27, page 223). 
Par conséquent, pour avoir un signal de FRET détectable, l’expression des protéines 
fluorescentes doit être suffisante pour surpasser l’auto-fluorescence du système. Comme en 
BRET il n’y a pas d’auto-fluorescence (car pas d’utilisation de source de lumière) ni 
d’auto-luminescence des cellules, ni des microplaques, il n’est pas nécessaire de sur-








Le groupe de Sternweis a modifié le biocapteur d’AMPc FRET pour créer un biocapteur 
EPAC-BRET. Ils ont observé une sensibilité supérieure avec le biocapteur BRET 
comparativement à la version FRET, lorsque le signal est mesuré sur une population 
cellulaire (Jiang et al., 2007). Dans le but d’augmenter la fenêtre dynamique de l’essai, qui 
est de 1.5X le bruit de fond, une permutation circulaire de la EYFP (inversion du C-
terminal et du N-terminal de la protéine) a été utilisée pour générer le biocapteur EPAC-
BRET. La permutation circulaire, qui n’affecte pas les propriétés spectrales des protéines 
fluorescentes, permet une orientation différente du chromophore de la EYFP, augmentant 
ainsi l’efficacité du biocapteur. De notre côté, la simple adaptation de ce biocapteur en 
génération BRET400-GFP, a permis une augmentation de la fenêtre dynamique, qui est passée 
de 1.5X à 2.5X le bruit de fond. Cette différence entre les deux générations de BRET, peut 
s’expliquer par l’une des variables dans l’équation de la loi de Förster, le R0. Ce R0 est une 
constante indiquant la distance permissive entre deux chromophores pour avoir 50% de 
l’efficacité du transfert d’énergie, dans le cas présent, entre la luciférase et les protéines 
fluorescentes (GFP ou YFP). Cette distance a été calculée expérimentalement pour les deux 
générations de BRET, donnant ainsi 44Å pour le BRET480-YFP et 75Å pour le BRET400-GFP 
(Dacres et al., 2009). En considérant cette différence de R0, il est possible de conclure que 
le BRET400-GFP permet de mesurer des interactions entre deux partenaires qui sont plus 
éloignés, que le BRET480-YFP. Plus précisément, la distance entre les deux partenaires peut 
être d’environ 1.7X plus grande dans le cas du BRET400-GFP comparativement au BRET480-
YFP. Comme le transfert d’énergie au sein du biocapteur BRET diminue en fonction de 
l’augmentation de la concentration d’AMPc, il est attendu que la génération BRET400-GFP 
soit plus sensible que le BRET480-YFP, car la fenêtre dynamique du BRET400-GFP est plus 
importante dû à son R0 qui est plus élevé (Dacres et al., 2009).  Pour un même essai 
mesurant la production d’AMPc, le biocapteur BRET400-GFP permet d’avoir une meilleure 
certitude sur la mesure de la concentration cellulaire d’AMPc. De plus, avec l’augmentation 




BRET400-GFP devient aussi simple d’utilisation que la génération BRET480-YFP, car il 
possible de mesurer une plaque 96 puits en entier, suite à l’addition du substrat. 
 
Obelin 
Afin de suivre la libération intracellulaire de calcium, plusieurs méthodes de mesure sont 
présentement disponibles, toutes basées sur la modulation d’un signal suite à la fixation du 
calcium au niveau du biocapteur. Dans les années 1960 et 1970, la purification de protéines 
à activité bioluminescente suite à la liaison du calcium, a été réalisée sur différents 
organismes marins tels Aequorea victoria (Shimomura et al., 1962) et Obelia geniculata 
(Campbell, 1974). Toutefois, leur utilisation comme outils de mesure du calcium 
cytoplasmique dans les cellules de mammifères a nécessité plusieurs années de recherche et 
l’avènement de la biologie moléculaire, afin d’isoler et de placer dans des vecteurs 
d’expression, les gènes codant pour ces différentes photo-protéines. Avant l’isolation des 
gènes pour l’aequorin (Aequorea victoria) et l’obelin (Obelia geniculata), les photo-
protéines était purifiées et ensuite micro-injectées dans les cellules (Ashley et al., 1975) ou 
incorporées dans des microsomes (Dormer et al., 1978) afin de permettre leur entrée dans 
les cellules. Cette difficulté d’utilisation et le faible nombre d’échantillons pouvant être 
mesurés en même temps, a limité leur emploi comme traceur de calcium, et favorisé 
l’utilisation de petites molécules fluorescentes (de type Fura), développées dans les années 
1980 (Grynkiewicz et al., 1985) et présentement utilisées de façon routinière pour des 
campagnes de criblage à large échelle dans les compagnies pharmaceutiques.  
 
Malgré la grande utilisation des petites molécules fluorescentes pour la mesure du calcium 
intracellulaire,  plusieurs caractéristiques défavorables diminuent la sensibilité de cette 
méthode de quantification du calcium. Premièrement, ces molécules vont émettre de la 
fluorescence ou changer leurs propriétés de fluorescence, suite à la fixation du calcium sur 




sans la présence de calcium, ce qui diminue la fenêtre dynamique de l’essai en augmentant 
le niveau de fluorescence de base. Suite à l’excitation des cellules par la lumière, une 
certaine proportion du signal de fluorescence mesuré provient de l’auto-fluorescence des 
cellules, ce qui augmente également le niveau de base de fluorescence et ainsi diminue la 
fenêtre dynamique de l’essai. Finalement, les petites molécules fluorescentes ont la capacité 
de traverser les membranes pour diffuser dans tous les compartiments cellulaires. Par 
conséquent, la fluorescence résultant de leur stimulation représente la moyenne de tous les 
événements se produisant dans les diverses organelles de la cellule et non uniquement les 
changements de concentrations cytoplasmiques de calcium, diminuant ainsi la précision et 
la sensibilité de cette méthode.  
 
En revanche, les photo-protéines, telle l’obéline, sont uniquement exprimées dans le 
cytoplasme des cellules, limitant la mesure des concentrations de calcium à ce 
compartiment. Outre cette localisation cytoplasmique spontanée, il est également possible 
d’introduire des étiquettes d’adressage spécifique aux photo-protéines, afin de suivre les 
variations calciques dans différents compartiments cellulaires; tels les mitochondries dans 
le cas de la MitoPhotina, une photo-protéine chimérique entre l’obelin et la clytin, un autre 
type luciférase dépendante du calcium, munie d’un site d’adressage à la mitochondrie, qui 
permet d’avoir une meilleur rapport signal sur bruit de fond que l’aequorin, luciférase-
calcique largement utilisée dans l’industrie, pour suivre l’activation des RCPG (Bovolenta 
et al., 2007). Un autre avantage des photo-protéines est le ratio du signal sur le bruit de 
fond, qui est largement supérieur aux essais classiques utilisant les petites molécules 
fluorescentes (Bovolenta et al., 2007). Dans le cadre de l’article 3, une comparaison entre 
un essai classique avec une petite molécule (FLIPR Calcium 4 Assay Kit, Molecular 
Devices) et la photo-protéine obéline a permis de démontrer une sensibilité nettement 
supérieure pour l’obéline avec un ratio signal sur bruit de fond de 230X comparativement à 
3.3X pour la petite molécule, en utilisant un récepteur couplé naturellement à la sous-unité 




L’utilisation de l’obelin a permis pour la première fois de mesurer la signalisation calcique 
d’un récepteur couplé à Gαi, sans l’utilisation de la surexpression de PLC-β2 (qui augmente 
la réponse calcique produite par le dimère Gβγ de Gαi), ni l’utilisation de la chimère Gαq/i5 
possédant les cinq derniers acides aminés de Gαi1 (qui permet l’activation de Gαq par des 
récepteurs normalement couplés à Gαi). Lors des criblages à haut débit, l’utilisation de ce 
type d’artifices permettant de coupler des récepteurs Gαi plus efficacement à la voie 
calcique, facilite la recherche de molécules pouvant lier les récepteurs Gαi, car il est 
laborieux de mesurer l’activité de ces récepteurs autrement. Par contre, dans le cadre de 
recherches plus fondamentales consistant à déterminer les différentes voies activées suite la 
stimulation d’un récepteur, la surexpression de PLC-β2 et de la chimère Gαq/i5 peut altérer 
les voies activées normalement par ces récepteurs. Dans le cas de l’étude réalisée dans 
l’article 3, l’un des objectifs visé étant de mesurer les influences de différentes sous-unités 
Gα sur la réponse calcique, il n’était pas souhaitable  d’utiliser la chimère Gαq/i5 comme 
amplificateur de la réponse calcique.  
Biocapteurs parfaits?? 
Par définition, les biocapteurs sont des outils de mesure qui permettent de rapporter des 
événements cellulaires. En dépit de leur grande utilité, les biocapteurs actuels possèdent 
tous le même défaut, leur présence entraîne des modifications plus ou moins importantes 
dans la physiologie de la cellule. Dans le cas des biocapteurs de BRET/FRET, la 
surexpression de protéines fusionnées aux différents rapporteurs peut entraîner une 
diminution ou une augmentation de la réponse de certaines voies de signalisation, en 
altérant les mécanismes de contrôle de ces voies, car ces protéines dérivent d’une 
composante normalement utilisée par les cellules pour réguler leur homéostasie, 
contrairement à l’obéline qui est exogène. Un biocapteur parfait devrait dans un premier 
temps permettre la mesure d’un événement cellulaire, sans modifier la physiologie de la 
cellule et cette mesure devrait être uniquement dépendante de l’événement en question. 




fluorescentes en présence de calcium décrites précédemment, semble répondre à cette 
exigence, par contre leur sensibilité n’est pas assez élevée pour mesurer les faibles 
changements de concentrations calciques provoquées par certains récepteurs. En revanche, 
l’obéline est nettement plus sensible pour détecter de faibles niveaux de calcium. De plus, 
en l’absence de variation de calcium, le signal de base est nul, ce qui représente un autre 
point essentiel pour parler d’un biocapteur parfait. En revanche, il est possible que 
l’expression de l’obéline puisse titrer le calcium cytoplasmique, diminuant ainsi la 
disponibilité de cet ion pour les fonctions normales de la cellule.    
 
Pour palier aux différents problèmes des biocapteurs, de nouvelles technologies sont 
présentement mises au point afin de détecter des modifications cellulaires, dans un contexte 
de cellules vivantes, sans l’ajout de marqueurs bioluminescents ou fluorescents. Ces 
techniques sont basées sur la mesure d’un changement global de structure de la cellule 
rapporté soit par la modification d’un courant électrique (CellKeyTM, MDS Analytical 
Technologies) (Verdonk et al., 2006), soit par la détection optique (EpicTM, Corning) (Lee 
et al., 2008). Dans les deux cas, il est possible de mesurer l’effet de différentes molécules 
sur la structure de la cellule, mais la complexité des voies de signalisation impliquées dans 
ces modifications rend difficile l’interprétation de ces changements.  
 
Finalement, en l’absence de perfection au niveau des biocapteurs de BRET/FRET et des 
petites molécules rapporteuses, seule l’utilisation de plusieurs biocapteurs en même temps 
va permettre de confirmer les différentes mesures obtenues à partir des biocapteurs 
individuels (dans le cas où ils mesurent le même événement cellulaire) ou de disséquer 
individuellement les différentes voies de signalisation engagées par les RCPG, d’où 





Régulation de l’efficacité de signalisation  
 
La terminaison de la signalisation des RCPG est un phénomène hautement régulé par 
plusieurs mécanismes moléculaires, tels le recrutement de protéines inhibitrices de 
l’activité des protéines G hétérotrimériques (RGS), la phosphorylation des récepteurs 
(GRK) et leur internalisation en vue d’une dégradation (β-arrestine). L’internalisation des 
récepteurs est au cœur des dispositifs cellulaires utilisés dans le but de désensibiliser et 
resensibiliser des voies de signalisation précises, engendrées par certains récepteurs. Au 
cours des dernières années, une séquence d’événements de phosphorylation suivis du 
recrutement de protéines a été proposée pour expliquer cette désensibilisation de la 
signalisation par les RCPG; les récepteurs sont phosphorylés par des kinases de type GRK, 
suivi par le recrutement de l’arrestine, une protéine d’échafaudage permettant l’arrimage 
des différentes protéines essentielles à l’internalisation (Claing, 2004). Récemment, 
différentes études sur des récepteurs (DOR et le récepteur à la dopamine D2) ont démontré 
que la phosphorylation des récepteurs n’est pas nécessaire pour le recrutement de 
l’arrestine, ainsi que l’internalisation des récepteurs en question. Cette indépendance de la 
phosphorylation pour la séquestration des récepteurs a également été observée pour le 
récepteur β2-adrénergique (Bouvier et al., 1988). Néanmoins, la phosphorylation des 
récepteurs semble importante pour contrôler le recyclage vs la dégradation des RCGP 
(Namkung et al., 2009; Zhang et al., 2008).  
Dans le cadre de l’étude présentée dans l’article 2, la présence d’un GRK2 mutant pour son 
activité kinase (GRK2-K220R) n’a pas permis de favoriser le recrutement de la β-arrestine2 
aux récepteurs α2A-AR, contrairement aux contrôles GRK2 et GRK5 natifs. Par contre, le 
GRK2-K220R diminue la réponse de mobilisation du calcium aussi bien que le GRK2 
natif. De plus, la présence de GRK2 ou GRK2-K220R permet d’augmenter la distance 




Gβγ (figure x article 2). La présence de GRK2 en complexe avec les récepteurs, et non son 
activité kinase, semble importante pour la désensibilisation. Une autre évidence indiquant 
que la présence de GRK2 sous les récepteurs est importante, provient d’une étude sur 
l’effet du couplage de Gα15, sous-unité la famille G, sur la désensibilisation ainsi que le 
recrutement de β-arrestine pour certains récepteurs (Innamorati et al., 2009). Comme 
Gα15/16 (orthologues souris / humain, respectivement) est incapable d’interagir avec 
GRK2 (Day et al., 2003), la présence de cette sous-unité Gα15 empêche le recrutement de 
GRK2 à la membrane, donc possiblement aux récepteurs, ce qui diminue l’entrée de 
l’arrestine dans le complexe. À partir de ces résultats, il est possible de conclure que la 
présence de GRK2 sous le récepteur, et non simplement la phosphorylation par GRK2 des 
récepteur, favorise le recrutement de l’arrestine. Par contre, la phosphorylation des 
récepteurs semble influencer l’avidité de l’interaction entre la β-arrestine et les récepteurs, 
ce qui explique l’augmentation du BRET mesuré entre β-arrestine2 et α2A-AR en présence 
de GRK2 natif.   
 
Ces résultats sur l’importance de la présence de GRK2 pour la désensibilisation, pourraient 
suggérer la formation d’un complexe transitoire entre le récepteur, le GRK2 et les β-
arrestines. Afin de réguler l’activité et la translocation à la membrane plasmique de GRK2, 
les protéines kinases de la famille Src phosphorylent GRK2 au niveau de sites spécifiques 
(Hong et al., 2009; Sarnago et al., 1999). En parallèle, il a également été démontré que 
l’interaction directe entre Src et β-arrestine est importante pour la dégradation de GRK2 
(Penela et al., 2001). Ces différentes observations sur l’interaction Src/β-arrestin et l’effet 
direct de Src sur l’activité de GRK2, démontrent également la pertinence d’un complexe 
GRK2/β-arrestine pour la régulation de l’activité des RCPG. Dans le cadre de l’étude de 
l’article 2, un complexe GRK2/β-arrestine2/récepteur α2A-adrénergique a été mesuré par 
l’utilisation du multiplexage du BRET400-GFP et du BRET480-YFP dans un seul essai (résultats 




pas de dire si les trois partenaires sont en interaction en même temps. Cependant, comme le 
recrutement de GRK2 et de β-arrestine se produisent sous les mêmes récepteurs, il est 
possible d’imaginer que cette interaction mesurée en BRET entre le GRK2 et la β-
arrestine2 est due à la formation d’un complexe récepteur/GRK2/β-arrestine2.  
Tel que mesuré par le groupe du Dr. Zingg, le recrutement transitoire de GRK2 au niveau 
du récepteur OTR, précède le recrutement de la β-arrestin2 à OTR qui est maintenu dans le 
temps (Hasbi et al., 2004). Or, il est possible d’observer une fenêtre de temps où GRK2 et 
β-arrestine sont en interaction avec le récepteur, ce qui est compatible avec l’idée de la 
formation d’un complexe entre un RCPG, une GRK2 et une β-arrestine. Par ailleurs, le 
complexe entre GRK2 et β-arrestine a déjà été montré in vivo suite à l’activation d’un 
récepteur. Le groupe du Dr. Mayor a immunoprécipité les GRK2 endogènes suite à la 
l’activation du récepteur CCR2b, et révélé par immuobuvardage la présence de β-arrestine 
dans l’immunoprécipitat de monocytes (Aragay et al., 1998), indiquant la possibilité de 






Figure 28: Cycle d’activation/inactivation d’ARF6 : rôle possible de GRK2 et βarr-2 
 
La présence de GRK2 et β-arrestine dans le même complexe peut avoir une importance 
biologique pour certains mécanismes cellulaires, tels que l’envoi des récepteurs dans les 
puits tapissés de clathrine et le remodelage du cytosquelette. La petite protéine G ARF6, 
importante dans différents types d’internalisation ainsi que dans la migration cellulaire, est 
impliquée dans la régulation de certains récepteurs. L’activation/inactivation rapide de 
ARF6 par l’entrée de GTP suivi de l’hydrolyse de ce GTP en GDP, est requise pour ses 
fonctions cellulaires (Claing, 2004). Afin de contrôler cet échange du GDP/GTP ainsi que 
l’hydrolyse du GTP, ARF6 est régulé par deux types de protéines, l’une favorisant 
l’échange du GDP (une ARF-GEF appelé ARNO) et l’autre augmentant l’activité 
GTPasique de ARF6 (une ARF-GAP appelé GIT1). La protéine ARF-GEF, ARNO, 




GRK2 interagit avec GIT1 pour l’entrainer à la membrane plasmique (Penela et al., 2008). 
La formation d’un complexe comprenant ARNO/β-arrestine avec GIT1/GRK2 sous un 
récepteur activé, pourrait permettre cette activation/inactivation rapide en rapprochant tous 
les éléments moléculaires nécessaires à cette activité d’ARF6, permettant ainsi le 
remodelage du cytosquelette requis lors de la migration cellulaire (voir Figure 28, page 
232). 
 
Ces résultats semblent indiquer que la formation d’un complexe entre GRK2 et β-arrestine 
sous un récepteur activé est possible. Une récente étude menée sur la sélectivité du 
recrutement de β-arrestine par les sous types de GRK, indique que GRK2 favoriserait le 
recrutement de β-arrestine2, tandis que GRK3 favoriserait plutôt l’arrivée de β-arrestin1 
(Busillo et al.). En parallèle, il a été démontré que le type de sous-unités Gβ de la protéine 
G peut influencer le recrutement différentiel de GRK2/GRK3 aux récepteurs (Daaka et al., 
1997b). La sous-unité Gβ3 interagit uniquement avec GRK3 et non GRK2, ainsi la 
présence de Gβ3 sous un récepteur pourrait promouvoir sélectivement le recrutement de 
GRK3, et par conséquent favoriser l’entrée de β-arrestin1 dans le complexe. Ces résultats 
indiquent que la nature des sous-unités de la protéine G est importante pour la sélectivité de 
formation de complexes suivant l’activation des récepteurs, influençant même le devenir de 
ces complexes. 
 
Dimérisation fonctionnelle des protéines G  
 
Le calcium est impliqué dans plusieurs fonctions cellulaires. Certaines études ont d’ailleurs 
démontré l’importance de la signalisation via le calcium par le récepteur δ-opioïde (DOR) 
pour l’activation ainsi que la prolifération des cellules lymphocyte T (Sharp et al., 1998), et 




de calcium (Jin et al., 1992). Principalement couplé à la protéine Gαi, le récepteur DOR est 
également en mesure d’interagir avec d’autres protéines Gα, qui pourraient, en plus de Gβγ 
et de Gαi, influencer la mobilisation du calcium par ce récepteur. Le groupe du Dr. Hales a 
démontré que la co-expression de DOR et MOR permet le couplage du récepteur MOR à la 
protéine Gαq. Cependant, la mobilisation de calcium intracellulaire demeure sensible à la 
PTX, indiquant une composante Gαi essentielle à ce mécanisme (Charles et al., 2003).  
 
Dans l’étude de l’article 3, la co-expression de différentes sous-unités Gα, des sous familles 
de la protéine G; Gαi (sensible à la PTX) et Gαq non sensible à la PTX) ont montré une 
similarité de sensibilité à la PTX pour la libération du calcium, tel qu’observé 
préalablement par le groupe du Dr. Hales. Curieusement, la surexpression des sous-unités 
de la famille Gαi ou Gαq n’augmente pas la libération du calcium, alors que la co-
expression de Gαi et Gαq dans les mêmes cellules provoque une augmentation de la 
concentration cytoplasmique du calcium, suite à l’activation du récepteur DOR. Le fait de 
surexprimer la protéine Gαq pourrait induire l’activité constitutive de certains récepteurs 
couplés à Gαq, et ainsi produire cette initiation de la voie calcique, comme dans le cas de 
l’étude menée par le groupe du Dr. Henderson (Yeo et al., 2001). Les auteurs de cette étude 
ont démontré que la pré-activation des cellules SH-SY5Y par le carbachol permet une 
stimulation plus importante de la voie du calcium par un agoniste sélectif de DOR 
(DPDPE). En effet, alors que seules 5% des cellules modifient leur concentration de 
calcium cytoplasmique suite à une simple activation par le DPDPE, la pré-stimulation par 
le carbachol augmente ce nombre à 60 % (Yeo et al., 2001). À partir de ces résultats, les 
auteurs ont conclu que la pré-activation des récepteurs muscariniques permet une deuxième 
vague plus importante de libération de calcium par les DOR suite à leur activation. Ce 
mécanisme de ‘priming’ par des récepteurs Gαq ne peut être invoqué pour expliquer la 
synergie observée entre Gαi et Gαq, qui provoque une augmentation du relâchement du 




la surexpression de Gαq augmentait l’activité de récepteurs couplés à Gαq, nous aurions dû 
obtenir les mêmes résultats en surexpression simple de Gαq et en co-expression avec Gαi.  
 
En admettant que la surexpression de Gαq influence l’activité calcique induite par les DOR 
via une interaction croisée avec d’autres composantes cellulaires (tels des récepteurs 
couplés à Gαq), cette hypothèse ne permet pas d’expliquer les résultats obtenus avec la co-
expression de Gα15, une sous-unité de la famille Gαq qui active la mobilisation du calcium 
via le PLCβ, et Gαo. Lorsque surexprimé seul, Gα15 provoque une augmentation 
importante de la mobilisation calcique par les DOR, une réponse faiblement influencée par 
la PTX. Tout comme dans le cas de la co-expression de Gαq et Gαi, la co-expression de 
Gαo avec Gα15 amplifie la réponse calcique, mais dans ce cas-ci, la réponse est fortement 
inhibée par la PTX. Il est possible d’imaginer que les récepteurs DOR soient préalablement 
couplés à Gαi/o, et suite à leur stimulation, les DOR changeraient de couplage pour devenir 
couplé à Gαq/15, comme cela a été proposé pour certains récepteurs, comme par exemple 
le récepteur β2 adrénergique qui passent d’un couplage Gαs à un couplage Gαi suite à leur 
activation (Daaka et al., 1997a; Mittra et Bourreau, 2006), ce qui pourrait expliquer les 
résultats obtenus. Lorsqu’exprimé seule, Gα15 serait la protéine G principalement couplée 
aux DOR, ce qui expliquerait l’absence d’effet de la PTX. Par contre, en présence de Gαo, 
les récepteurs seraient principalement couplés à cette protéine G, et suite à l’activation des 
récepteurs, Gα15 pourrait prendre la place de Gαo, expliquant ainsi l’effet de la PTX 
observé. Seulement, ce modèle de changement de couplage ne permet pas d’expliquer la 
synergie de production de calcium observée suite à la co-expression de Gαi/o avec Gαq/15. 
 
Lorsqu’analysés individuellement, les résultats de l’activation du calcium par les récepteurs 
DOR présentés dans l’article 3, peuvent être expliqués par différents modèles. Toutefois, si 
l’on combine ces résultats de mobilisation du calcium avec ceux obtenus sur les 
interactions protéiques entre les sous-unités de Gα de la protéine G, un modèle de 




forme et permet de proposer une hypothèse expliquant l’ensemble des résultats obtenus, où 
le récepteur DOR pourrait interagir avec plusieurs protéines Gα dans un même complexe. 
 
La co-expression de Gα14, Gα15, mais pas Gαq, augmente la mobilisation du calcium suite 
à l’activation du récepteur DOR (article 3 figure 2). Contrairement aux sous-unités Gα14 et 
Gα15, le récepteur DOR ne semble pas en mesure d’activer directement la sous-unité Gαq, 
en dépit du fait que Gαq semble interagir directement avec DOR (Law et Reisine, 1997).  
 
Une des premières évidences de l’interaction entre Gαq et DOR vient de l’étude menée par 
le groupe du Dr. Reisine qui a démontré la présence du récepteur DOR suite à 
l’immunoprécipitation de Gαq (Law et Reisine, 1997). Il semble qu’une partie des 
récepteurs DOR puissent d’interagir avec Gαq à l’état de base ou suite à la stimulation du 
récepteur par un agoniste sélectif (Law et Reisine, 1997). Cependant, ces résultats 
n’indiquent pas si la sous-unité Gαq participe à la signalisation normale du récepteur DOR. 
De notre côté, nous avons mesuré une interaction basale entre le récepteur DOR et la sous-
unité Gαq en BRET, qui n’est pas modulée par la stimulation du récepteur. Il a été 
démontré qu’une modulation de signal de BRET entre un récepteur et une protéine G 
hétérotrimérique est le reflet de l’engagement de cette protéine G (Gales et al., 2005). Par 
conséquent, l’absence de modulation d’interaction entre Gαq et le récepteur DOR semble 
indiquer une absence d’engagement direct de cette Gα par le récepteur DOR. Toutefois, 
l’interaction entre Gαq et le dimère Gβγ est modulée par la présence d’agoniste du DOR, 
indiquant la présence de Gαq dans un contexte de récepteurs DOR membranaires et actifs. 
 
La sous-unité Gαq peut être phosphorylée en position 356 au niveau de son C-terminal par 
des kinases de tyrosine, telle que fyn, (Umemori et al., 1997). Une fois phosphorylée, la 
protéine Gαq possède un meilleure couplage à la PLC-β (Liu et al., 1996b), alors que 
l’interaction entre son domaine C-terminal et les récepteurs diminue (Umemori et al., 




sous-unités de la famille Gαi (Tsygankova et al., 1998). Dans le contexte du récepteur 
DOR, il serait possible que l’activation de Gαi par le récepteur DOR augmente la 
phosphorylation de Gαq, ce qui permettrait alors d’augmenter le couplage de la PLC-β au 
complexe réceptoriel, favorisant ainsi l’activation des PLC-β par le dimère Gβγ de Gαi. 
Pour plusieurs récepteurs couplés aux sous-unités de la famille Gαi, il a été montré que 
c’est le dimère Gβγ qui permet de lier et d’activer la PLCβ pour induire la mobilisation du 
calcium. En même temps, la phosphorylation empêcherait l’activation directe de Gαq par 
DOR, car une fois phosphorylé, le C-terminal de Gαq ne peut plus entrer dans la structure 
du récepteur pour être activé (voire Figure 29, page 238).  
 
Il a été montré que les sous-unités de la familles Gαi pouvaient interagir avec les canaux 
potassiques activés par les protéines G (GIRK), effecteurs prototypiques de la signalisation 
par Gβγ, et pouvaient induire un changement de conformation différente du dimère Gβγ 
(Berlin et al., 2009). GIRK semblerait agir comme pierre angulaire pour former un 
complexe de signalisation avec Gαi et Gβγ (Berlin et al., 2009). Comme les PLC-β sont 
capable d’interagir avec Gαq et Gβγ de Gαi (Filtz et al., 1996), il serait possible que les 
PLC-β participent au complexe par une interaction avec Gαq, permettant ainsi l’orientation 
favorable pour l’interaction et l’activation des PLC-β par le dimère Gβγ de Gαi. En 
parallèle, le groupe du Dr. Smrcka a récemment observé par analyse de résonnance 
magnétique nucléaire (RMN) en solution, les mouvements du dimère Gβγ libre ou en 
interaction avec différentes protéines (Smrcka et al., 2009). Ils ont ainsi déterminé que 
certains résidus de Gβ (GβW99 et GβW332) importants dans l’interaction avec la sous-
unité Gα ne semblaient pas perdre leur mobilité en présence de Gα, mais qu’en présence de 
la phosducin, ces mêmes résidus perdaient alors leur mobilité (Smrcka et al., 2009). De ces 
résultats, ils ont conclu qu’en solution, l’hétérotrimère Gαβγ se retrouve en conformation 
inactive ouverte, ce qui explique la liberté de mouvement de ces résidus. Par conséquent, 
sans l’échange GDP/GTP, il est possible d’avoir l’interaction d’effecteurs (dans leur cas la 




modèle que nous proposons, Gαq, qui serait à l’état inactif, pourrait servir de protéine 
d’échafaudage à la PLC-β, favorisant la signalisation calcique du récepteur DOR (voir 
Figure 29, page 238). 
 
Figure 29: Modèle d'activation de la PLC-β par DOR 
 
Comme les dimères Gβγ de Gαi sont capables d’activer la production d’IP3 par les PLC-β 
et que les PLC-β pourraient être recrutés dans le complexe par Gαq phosphorylé, il est 
possible d’imaginer un mécanisme d’action permettant de justifier la présence de 
différentes Gα dans le même complexe (voire Figure 29, page 238). Toutefois, plusieurs 
expériences complémentaires devront être effectuées afin de valider ce modèle de 
signalisation du calcium pour un récepteur Gαi, impliquant une sous-unité Gαq inactive. 
 
Un autre résultat semble indiquer que Gαq pourrait être localisée dans le complexe de 
signalisation du récepteur DOR, soit l’effet de la protéine GRK2 sur la mobilisation du 




importants pour sa localisation ainsi que sa fonction : (1) Le domaine RH situé dans la 
portion N-terminale de la protéine, similaire au domaine RGS des protéines du même nom, 
est important pour l’interaction avec la protéine Gαq. Ce domaine de GRK2 semble 
interagir uniquement avec certains membres de la famille Gαq (Carman et al., 1999; Sallese 
et al., 2000). (2) Le deuxième domaine de GRK2 situé au centre de la protéine, est 
important pour l’activité kinase. (3) Finalement, le troisième domaine, est localisé dans la 
portion C-terminale de la protéine et est directement impliqué dans la liaison au dimère 
Gβγ (Daaka et al., 1997b). Certains groupes ont utilisé le domaine N-terminal de GRK2 
pour mesurer l’implication directe de Gαq dans la signalisation des RCPG, car l’expression 
du domaine N-terminal de GRK2 atténue l’activité des PLC-β (Carman et al., 1999; Hains 
et al., 2004; Sallese et al., 2000). Le domaine RH de GRK2 interagit différemment que les 
RGS avec Gαq (Day et al., 2004). Ce domaine RH de GRK2 semble plutôt interagir avec la 
même région que les effecteurs de Gαq, tels les PLC-β ou p63RhoGEF 
(Shankaranarayanan et al., 2008), ce qui crée un encombrement stérique par compétition 
pour le site d’interaction, limitant l’accès des effecteurs sur Gαq. Lorsque ce domaine RH 
de GRK2 a été introduit dans l’essai de mesure de la mobilisation du calcium (l’essai 
obelin), nous avons observé un blocage de la réponse calcique suite à l’activation du 
récepteur DOR par un agoniste sélectif. De plus, une diminution de la mobilisation du 
calcium a également été observée suite à l’expression de la portion C-terminale de GRK2, 
indiquant que Gαq ainsi que le dimère Gβγ semblent essentiels pour la signalisation 
calcique du récepteur DOR (résultats non publiés voir Figure 30, page240). En parallèle, 
l’effet de la surexpression du domaine RH et du domaine C-terminal de GRK2 a également 
été mesuré sur la voie de l’AMPc inhibée par le récepteur DOR. Les résultats obtenus ont 
démontré que la séquestration du dimère Gβγ par le domaine C-terminal de GRK2 diminue 
l’activité inhibitrice du récepteur sur la voie de l’AMPc, alors que la présence du domaine 
RH augmente cette activité inhibitrice (résultats non publiés voir Figure 30, page 240). Par 
ailleurs, la PTX bloque autant la mobilisation du calcium que l’inhibition de la voie de 




De plus, la présence de Gαq semble également importante pour la mobilisation du calcium 
ainsi que la régulation de l’inhibition de la production d’AMPc. Les résultats démontrant 
l’effet du domaine RH de GRK2 sur la signalisation des DOR peuvent s’expliquer par une 
altération de la liaison des effecteurs sur Gαq, inhibant la mobilisation du calcium. De plus, 
le domaine RH empêche le recrutement des GRK2 endogènes, bloquant ainsi la 
désensibilisation du récepteur DOR par GRK2, ce qui provoque une augmentation de 
l’activité inhibitrice de Gαi sur la production d’AMPc. 
 
 
Figure 30: Effet du domaine RH de GRK2 sur le calcium et l'AMPc produit par DOR 
Cellules HEK293t expriment stablement de le récepteur Flag-DOR ont été transfecté avec les biocapteurs de 
calcium Obéline ou d’AMPc BRET-EPAC pour mesurer l’effet de la présence de GRK2, du mutant d’activité 
kinase GRK2-K220R ou les domaines d’interaction à Gαq (domaine RGS) ou dimère Gβγ (C-tail) de GRK2. 
 
À partir des résultats présentés dans l’article 3 sur la dimériation des Gα, de l’étude du Dr. 
Smrcka sur la possibilité de fixer des effecteurs par les protéines G hétérotrimériques à 
l’état inactifs (Smrcka et al., 2009), ainsi que de l’effet du domaine RH de GRK2 sur la 




protéine Gα puisse interagir avec un récepteur sans toutefois être activée par ce dernier et 
puisse participer à la signalisation de ce récepteur, sans échanger son GDP pour du GTP. 
 
Dans la littérature, un modèle intéressant d’implication de Gαi et Gαq dans la signalisation 
par le calcium a été mise en évidence dans les cellules NIH 3T3, où selon le cycle 
cellulaire, la libération du calcium par le récepteur de type V1a endogène est influencé par 
la toxine PTX, suite à la stimulation par l’AVP (Abel et al., 2000). En phase de division 
cellulaire, la PTX n’a pas d’effet sur la signalisation du calcium. Par contre, en G0 (phase 
de latence), la PTX bloque 50% de la réponse calcique. De plus, la micro-injection 
d’anticorps anti-Gαq/11 affecte la signalisation du calcium dans les deux états cellulaires, 
tandis que la micro-injection d’anti-Gαi/o affecte uniquement la signalisation des cellules 
en phase G0 (Abel et al., 2000). Ces résultats indiquent que Gαq est essentiel à la 
signalisation du calcium pour le récepteur à AVP des NIH 3T3 et que dans certaines 
conditions cellulaires, Gαi peut influencer directement l’activité de Gαq.  
 
Un des facteurs qui rend ardue la démonstration du modèle selon lequel DOR/Gαi/Gαq se 
retrouvent dans un même complexe, est la difficulté d’obtenir des outils pharmacologique 
inhibiteurs de Gαq, comme c’est le cas pour Gαi avec la PTX, afin de démontrer 
l’importance des deux Gα dans la signalisation via le calcium. Malgré le fait qu’un 
inhibiteur de Gαq, le YM-254890, soit rapporté dans la littérature (Takasaki et al., 2004), il 
nous a été impossible d’avoir accès à cette molécule pour mener notre étude. Par ailleurs, 
bien que YM-254890 soit sélectif pour Gαq et qu’il diminuerait potentiellement l’activité 
calcique du récepteur DOR, il y aurait toujours un doute possible sur la contribution d’une 
interaction directe de Gαq dans la signalisation des DOR. En effet, il est également 
envisageable que l’effet attendu de l’inhibiteur YM-254890 puisse être dû à une inhibition 
d’autres voies cellulaires indépendantes des DOR, et ainsi indirectement affecter la 





Une autre alternative pourrait être proposée pour inhiber Gαq et ainsi démontrer 
l’implication de cette protéine G dans la signalisation des DOR, consiste à réduire 
l’expression de Gαq par des ARNm interférents. Seulement, pour des raisons techniques, il 
nous a été impossible de coupler l’expression de vecteurs shRNA (plasmides contenant la 
séquence spécifique des ARNm interférents pour une protéine donné) avec celle des 
vecteurs d’expression de protéine de fusion BRET, pour suivre l’interaction entre les RCPG 
et les Gα en BRET dans des conditions de surexpression transitoire. Toutefois, même dans 
l’éventualité où il aurait été possible de trouver des conditions d’utilisation de la 
technologie shRNA compatibles avec les techniques de BRET (mesure d’interaction 
protéine-protéines) ou d’obelin (mesure de la concentration cytoplasmique du calcium), il 
aurait également été difficile d’affirmer que la réduction de la quantité de Gαq soit 
directement impliquée dans la réduction de la réponse DOR, plutôt qu’indirectement via les 
interactions croisées avec d’autres voies de signalisation nécessitant Gαq. 
 
Dans les deux cas, que ce soit avec l’inhibiteur spécifique YM-254890 ou avec les shRNA 
sélectifs, la diminution de signal attendue pour la libération du calcium intracellulaire suite 
à l’inhibition de Gαq, pourrait être interprétée de différentes façons. Ces deux approches ne 
permettraient donc pas de confirmer définitivement la présence de Gαq dans un complexe 
avec le récepteur DOR et Gαi. Par contre, la synergie de libération du calcium mesurée 
suite à la co-expression de membres de la famille Gαi et Gαq, ainsi que l’effet de la PTX 
sur les conditions de surexpression simple des sous-unités de la famille Gαq, indiquent que 
les interactions croisées entre ces deux protéines Gα pourraient avoir lieu dans un complexe 
de signalisation commun près du récepteur DOR. 
 





Les résultats fonctionnels obtenus pour le récepteur DOR suggèrent la possibilité de 
formation de complexes entre des sous-unités de la famille Gαi et Gαq pour la signalisation 
via le calcium induite par ce récepteur. Afin de confirmer l’existence de tels complexes 
comprenant plusieurs sous-unités Gα, une matrice d’interaction en BRET entre les 
différentes sous-unités de Gα a été produite dans le but de déterminer les éventuels 
partenaires d’interactions (article 3, figure 4). Basé sur leur potentiel à générer un signal de 
BRET spécifique, certaines sous-unités Gα ont démontré des interactions spécifiques avec 
différentes Gα, tandis que d’autres ont démontré une plus grande sélectivité en interagissant 
seulement avec quelques sous-unités Gα. Cette simple observation de combinaisons 
différentielles d’interactions renforce l’idée que ces complexes à plusieurs Gα existent et 
soient sélectifs donnant naissance qu’à certaines associations. Il est connu dans la littérature 
que Gαs et Gαi ne se retrouvent pas sous les mêmes récepteurs en même temps. En effet, 
l’activation du récepteur β2 adrénergique va entraîner la transposition d’une signalisation 
Gαs vers une signalisation via Gαi (Daaka et al., 1997a). Dans le tableau d’interactions, les 
membres de la famille Gαi, à l’exception de Gαo, ne semblent pas interagir avec Gαs 
(article 3, figure 4). En ce qui concerne l’interaction mesuré entre Gαs et Gα12, il a été 
montré par le groupe du Dr. Sternweis qu’un synergie d’action entre Gαs et Gα12 pouvait 
augmenter la production d’AMPc par l’adénylate cyclase VII (ACVII) (Jiang et al., 2008). 
La formation d’un complexe entre ACVII-Gαs-Gα12 pourrait expliquer cette synergie 
d’action. Par ailleurs, il a été démontré que des récepteurs couplés à Gαq peuvent 
augmenter l’activité de l’adénylate cyclase VI (ACVI) en synergie avec l’action de la 
forskoline, un activateur des adénylates cyclases qui est potentialisé par la présence de Gαs 
(Beazely et Watts, 2005). Un modèle similaire à celui proposé pour Gα12/Gαs peut être 
échafaudé, où un complexe entre ACVI-Gαs-Gαq permettrait d’expliquer cette synergie. 
Comme pour Gα12, Gαs semble interagir avec Gαq dans nos essais d’interaction. 
 
Ces différents exemples de synergie entre Gαs et Gα12, ainsi qu’entre Gαs et Gαq pour 




deux systèmes de récepteurs distincts et séparés. En dépit des interactions observées entre 
certaines Gα, il est également possible que les Gα soient activées séquentiellement par les 
récepteurs. Néanmoins, il demeure envisageable que la formation de complexes à plusieurs 
Gα puisse influencer l’activité de certains effecteurs. Dans le cas du complexe entre Gαi et 
Gαq retrouvé dans l’article 3, une augmentation de mobilisation du calcium a été mesurée 
suite à la co-expression d’un membre de la famille Gαi et Gαq, et la formation de 
complexes en BRET entre certaines Gα membres de ces sous-familles a également été 
observée. Une activation séquentielle de Gαi suivi de Gαq ne semble pas possible à la 
lumière des résultats démontrant l’interaction entre le récepteur les différentes Gα. Le 
récepteur DOR semble interagir avec Gαq à l’état basal. S’il y avait eu un recrutement de 
Gαq, une forte augmentation de BRET aurait été mesurée suite à la stimulation du 
récepteur. Pour ce qui est d’une activation séquentielle de populations de récepteurs DOR 
couplés différemment soit à Gαi ou à Gαq, l’absence d’engagement de Gαq par le récepteur 
DOR ne permet pas d’invoquer ce phénomène. La présence de Gαq dans un complexe de 
récepteurs activés est confirmée par le changement de BRET entre Gαq et Gγ1 suite à 
l’activation du récepteur DOR par le DPDPE. Ce changement de BRET est également 










A) Courbe de titration de l’interaction entre le récepteur V2R et Gα12, modulée par l’AVP. B) Effet de la co-
expression de différentes sous-unités Gα sur la modulation de l’interaction entre Gγ2 et V2R. La co-
expression de Gα12 augmente la modulation du signal observée entre la sous-unité Gγ2 et V2R, 
comparativement aux autres Gα. C) Effet de la co-expression de différentes sous-unités Gα sur la production 
d’AMPc mesurée suite à l’activation du V2R. Le biocapteur Split-PKA a été utilisé comme rapporteur de la 
concentration d’AMPc intracellulaire. La co-expression de Gα12 augmente la réponse du récepteur V2 sur 
l’accumulation d’AMPc, comparativement aux autres Gα. D) Effet de la co-expression de différents mutants 
de Gαs sur la production d’AMPc suite à l’activation du β2AR. Le biocapteur BRET-EPAC a été utilisé 
comme rapporteur de la concentration d’AMPc intracellulaire. La co-expression de Gα12 augmente la 
réponse du récepteur β2AR sur l’accumulation d’AMPc, comparativement aux autres Gα. Il est possible 
d’observer également que les mutations Gαs AA et Gαs TY provoquent une augmentation de la production 
d’AMPc comparativement au comtrôle Gα natif. E-F) Effet des mutations de Gαs sur l’interaction entre Gαs 
et Gαs (E) ou l’interaction entre Gαs et Gα12 (F). Il est possible d’observer que les mutations dans Gαs 
augmentent l’interaction entre Gα12 et Gαs, et non entre Gαs et Gαs. 
 
 
Des résultats non publiés obtenus au cours de cette thèse supportent l’hypothèse d’une 
interaction fonctionnelle entre Gαs et Gα12 pour l’activation d’effecteurs (voir Figure 31, 
page 245). Premièrement, Gα12 peut se lier au récepteur V2R et cette interaction est 
modulée par la présence d’AVP. Parallèlement, il a été observé que la co-expression de 
Gα12 favorise le changement de conformation de l’interaction entre Gγ2 et V2R. De plus, 
la co-expression de Gα12 favorise la production d’AMPc induite par le V2R, indiquant que 
l’augmentation de l’expression de Gα12 permet un meilleur couplage avec la voie d’AMPc. 
Cette production d’AMPc a été mesurée à l’aide du biocapteur Split-PKA (Stefan et al., 
2007), où la Rluc séparée en deux fragments est fusionnée aux sous-unités catalytiques et 
régulatrices de la protéine kinase A (PKA). En présence d’AMPc, les sous-unités 
catalytiques et régulatrices se séparent, ce qui éloigne les deux fragments de la Rluc, 
entrainant ainsi une diminution de bioluminescence. En parallèle, l’effet de Gα12 sur la 
production d’AMPc a été mesuré pour le récepteur β2AR, en utilisant le biocapteur BRET-
EPAC. Comme dans le cas du récepteur V2R, la présence de Gα12 augmente la production 
d’AMPc induite par le β2AR. L’utilisation de deux récepteurs couplés à Gαs, V2R et 
β2AR, et de deux biocapteurs, Split-PKA et BRET-EPAC, ont permis d’observer une 
augmentation de production d’AMPc par les cellules qui sur-expriment Gα12, indiquant 
que cette sous-unité Gα12 peut être présente dans un complexe de récepteurs actifs. Cette 




préalablement été observée via un mécanisme impliquant l’adénylate cyclase de type 7 
(Jiang et al., 2008). 
 
Des mutations dans la portion C-terminale de Gαs (GαsAA : 375A/Y376A et GαsTF : 
V375T/Y376F) entraînent également une augmentation de la production d’AMPc (voir 
Figure 31, page 245). En parallèle, ces mêmes mutations permettent une augmentation 
d’interaction entre Gαs et Gα12, sans modifier l’interaction entre Gαs et Gαs. Cette 
augmentation d’interaction entre Gα12 et Gαs ainsi que l’augmentation de la production 
d’AMPc induites par la mutation de la portion C-terminale de Gαs, semblent indiquer que 
la formation d’un complexe entre Gαs et Gα12 influence l’activation d’effecteurs.  
 
En plus de la formation de complexes entre différentes sous-unités Gα, des interactions 
spécifiques entre différentes sous-unités Gγ ont également été observées (voir Figure 32, 
page 248). Toutefois, étant donné qu’il est difficile d’attribuer des effets fonctionnels à la 
formation de complexes entre différentes sous-unités Gγ dû au fait que leurs fonctions 
cellulaires demeurent mal connues, ces résultats ont fait l’objet de moins de recherches. 
Néanmoins, il n’en demeure pas moins que ces résultats suggèrent que la formation de 
complexes à plusieurs sous-unités soit également possible pour le dimère Gβγ, en plus des 
sous-unités Gα, indiquant que l’hétérotrimère complet de la protéine G pourrait être 







Figure 32: Interactions entre des sous-unités Gγ 
Courbe de titration BRET entre Gγ2 et Gγ2 ou entre Gγ2 et Gγ7. Des cellules HEK293t ont été transfectées 
avec une quantité constante de Rluc-Gγ2 et une quantité consente de GFP10-Gγ2 ou GFP10-Gγ7.  
 
 
La formation de complexes entre différentes GTPases de même nature n’est pas unique aux 
protéines G hétérotrimériques. En effet, il a été rapporté dans la littérature que la petite 
protéine G Ras forme un dimère fonctionnel. Ce dimère de Ras, une GTPase impliquée 
dans l’activation des MAP-kinases en aval des récepteurs RTK, semble important pour 
l’activation de Raf-1, un effecteur de Ras (Inouye et al., 2000). Les GTPases sont 
classifiées en deux grandes classes, la première et la plus étudiée comprend les GTPases de 
type Ras et celles de type Gα de la protéine G hétérotrimérique, pour lesquelles l’activité 
GTPasique est régulée par des protéines GEF et de GAP. De leur coté, les membres de la 
seconde classe, qui comprend la dynamine, les septins et autres GTPases, n’ont pas de 
protéines accessoires GEF ou GAP qui régulent leur activité GTPasique. 
L’homodimérisation de ces GTPases semble plutôt gouverner leur activation par le  






Figure 33: Complexes entre Gαq-p63RhoGEF-RhoA 
En vert la sous-untié Gαq, en cyan p63RhoGEF, en rose RhoA et en rouge l’hélice α4 de Gαq. Image produite 
avec PyMOL avec le PDB : 2RNG 
 
 
En plus de ces exemples d’homodimérisation entre GTPases, il est possible de retrouver 
dans la littérature plusieurs exemples de formation de complexes entre GTPases, 
comprenant des sous-unités Gα impliquées dans le contrôle des activités de ces complexes. 
Les sous-unités Gαs et Gαi forment des complexes avec la tubuline, une GTPase impliquée 
dans la réorganisation des microtubules (Wang et al., 1990). L’interaction de Gαi avec le 
dimère de tubuline influence l’activité de polymérisation des microtubules, suggérant un 
mécanisme d’action, expliquant en partie, l’influence des RCPG sur le remodelage du 
cytosquelette (Wang et Rasenick, 1991). Ces interactions Gα-tubuline démontrent 
l’influence directe des Gα sur l’activité d’autres GTPases. Il existe également des cas où les 
Gα influencent l’activité de GTPases indirectement, via la formation de complexes avec 




33, page 249)(Lutz et al., 2005) favorisent l’activation de RhoA en formant des complexes 
avec des RhoGEF. 
 
L’homodimérisation des GTPases, l’interaction directe entre Gα et diverses GTPases, ainsi 
que l’activation indirecte de certaines GTPases par des Gα, sont autant d’exemples 
biochimiques et physiologiques de contrôle de l’activité GTPase par la formation de 
complexes à plusieurs GTPases, permettant d’affirmer que les sous-unités Gα peuvent agir 
de concert pour moduler l’activité de certains effecteurs. Non seulement ces évidences 
biochimiques démontrent la formation de complexes  comprenant plusieurs GTPases, mais 
ces complexes peuvent également être visualisés à partir de l’analyse des données 
cristallographiques obtenues sur certaines GTPases.  
 
Structure des interactions entre les GTPases 
 
Dans le but de déterminer les déterminants moléculaires de  la sélectivité d’interaction entre 
les Gα observée dans les essais BRET, un alignement des séquences en acides aminés d’un 
membre prototypique de chacune des quatre grandes sous familles de Gα a été effectué 
avec un logiciel d’alignement de séquence, M-Coffee (Moretti et al., 2007), qui tient 
compte de la structure tridimensionnelle des protéines (voir article 3 figure supplémentaire 
2). Bien que les sous-unités Gα soient très similaires, deux régions plus variables ont été 
observées suite à l’alignement des séquences de Gα. La première région située dans la 
portion N-terminale des Gα est à proximité de la région d’interaction soit avec Gβγ, les 
RGS et les effecteurs (Cherfils et Chabre, 2003; Slep et al., 2001; Tesmer et al., 1997a). 
Comme les sous-unités Gα n’ont pas tous les mêmes régulateurs et effecteurs, il est normal 
que cette région apparaisse plus variable, démontrant en même temps la validité de 




protéines très similaires. La deuxième région variable (l’hélice α4) est située dans la portion 
C-terminale, du côté GTPasique de la structure de Gα, et semble être la région de sélectivité 
pour la formation de complexes entre les Gα. En permutant une portion de l’hélice α4 
provenant de Gα12 dans la sous-unité Gαi1, deux protéines Gα qui n’interagissent pas 
normalement ensemble, il a été possible de récupérer une interaction entre la protéine 
Gαi1/12 chimérique et la protéine Gαi1 native, démontrant ainsi l’importance de cette 
région pour la formation et la sélectivité des complexes entre les sous-unités Gα.  
 
Cette hélice α4 a préalablement été montrée comme important pour l’activation des 
effecteurs (Berlot et Bourne, 1992). Dans le cadre de cette étude, les auteurs ont réalisé 
différentes chimères entre une sous-unité Gαi2 constitutivement active et Gαs en 
introduisant tes portion de Gαs dans Gαi2. L’expression de ces différentes chimères en 
cellule ont permet de révéler que certaine portion de Gαs greffé permettait une 
accumulation de l’AMPc, démontrant l’importance de ces régions de Gαs dans l’activation 
d’adénylyl cylcase effecteur principale de Gαs. Ultérieurement, au co-cristalle entre le 
domaine de liaison à Gαs des adenylyl cylcases et Gαs sous format active (GTPγs) a révélé 
que l’interaction entre Gαs et son effecteur se produisait plutôt via l’hélice α3 situer à 
l’opposé de l’hélice α4 dans la structure tridimensionnel (voir Figure 34 page 252) (Tesmer 
et al., 1997b). Cette interaction avec l’hélice α3 de la cyclase ouvre la porte à des nouvelles 






Figure 34: Interaction entre Gαs et l'adenylate cyclase 
Gαs est représenté en bleu claire, en bleu foncé et lilas les domaines d’interaction à Gαs de l’adenylyl cyclase 
et en orange l’hélice α4. Images produites avec PyMOL le PDB : 1AZS 
 
Cette hélice α4 a également été démontrée comme étant importante pour l’interaction et 
l’activation des Gα par le récepteur rhodopsine (Garcia et al., 1995). Cette hélice α4, qui est 
située à l’opposé du site d’interaction avec le dimère Gβγ, étant importante pour 
l’interaction avec les récepteurs, la dimérisation des Gα pourrait offrir une surface 
d’interaction pour les récepteurs, dans le cas d’une interaction directe entre les sous-unités 
Gα. Par opposition, la dimérisation des récepteurs pourrait forcer le rapprochement des 
sous-unités Gα indirectement. Dans les deux cas, interaction directe ou formation de 
complexes via la dimérisation les récepteurs, cette région demeure importante pour le 





Afin de déterminer si cette hélice α4 est responsable de l’interaction directe ou indirecte 
entre les Gα, les structures cristallographiques ont alors été étudiées dans le but de 
rechercher des évidences d’interactions entre les sous-unités Gα. En premier lieu, cette 
région responsable de la spécificité d’interaction entre les sous-unités Gα est caractérisée 
par une hélice α (hélice α4) localisée à la surface de la protéine, et semble disponible pour 
des interactions (voir Figure 35, page 254). Cette hélice α4 de Gαi, en rouge dans la figure, 
est conservée chez les autres GTPases de la famille Ras, comme indiqué en rouge pour N-
Ras ainsi qu’en rouge et en gris pour RhoA, à la figure 30. Cette conservation peut indiquer 
un rôle similaire pour cette région dans les deux types de GTPase (Ras et Gα de la protéine 
G). Le groupe du Dr. Hakoshima a réalisé la co-cristallisation de RhoA avec une protéine 
accessoire RhoGDI, à l’état actif fixé au GTP (Ihara et al., 1998). Un dimère de protéine 
RhoGDI a ainsi été observé, qui oriente les deux protomères de RhoA l’un face à l’autre, 
pour former une interface d’interaction (voir Figure 35, page 254). Les hélices α de chacun 
des protomères ont été colorées en gris et en rouge respectivement, pour faire ressortir la 
position relative de ces hélices similaires aux hélices α responsables de la sélectivité 
d’interaction des Gα. Une surface d’interaction entre les deux protomères semble définie 
par l’hélice α, suivie d’un brin de feuillet β, et finalement d’une deuxième hélice α 
correspondant aux derniers acides aminés du côté C-terminal de RhoA et des Gα. Ce co-
cristal de dimère de RhoA montre la possibilité d’interactions directes entre des GTPases, 
ainsi qu’une surface d’interaction entre les protomères incluant la région correspondante à 







Figure 35: Structure des différentes GTPases 






Afin d’étendre ces observations concernant la surface d’interaction entre les GTPase pour 
les Gα, des cristaux de différentes Gα ont été analysés en recherchant des interactions 
possibles entre deux protomères. Deux cristaux intéressants ont démontré des interactions 
entre deux Gα de même nature, Gαs et Gαi1, qui semblent inclure le site de sélectivité 
retrouvé suite à l’analyse des séquences en  d’acides aminés de Gα (voir Figure 36, page 
255). Tout comme dans le cas de RhoA, le domaine d’interaction est composé de l’hélice α 
de la sélectivité d’interaction, suivi d’un brin de feuillet β et finalement d’une deuxième 
hélice α du C-terminal de la protéine. Ces observations réalisées à partir de différents 
cristaux produits par des groupes distincts utilisant des conditions expérimentales 
différentes, renforcent l’idée d’une interaction directe possible entre les Gα. Par contre, ces 
observations ne permettent pas d’exclure la possibilité que ces proximités entre Gα soient la 
conséquence d’une orientation favorable à cette proximité du à l’interaction des Gα à 
d’autres protéines dans un complexe macromoléculaire. Par conséquent, dans certaines 
conditions cellulaires, les sous-unités Gα pourraient être monomériques et leurs interactions 
avec des récepteurs ou d’autres protéines pourraient contrôler leurs rapprochements sous 
forme de complexes.  
 
 





La protéine AGS3 régulant l’activité des sous-unités Gαi en l’absence de stimulation par les 
RCPG, possède quatre sites d’interaction avec les Gαi, appelés domaines GPR (Peterson et 
al., 2000). En utilisant la technique de BRET, il a été possible de mesurer l’interaction entre 
AGS3 et Gαi1, ainsi que l’influence de chacun des quatre domaines d’interactions GPR sur 
cette association (voir Figure 37, page 257) (Oner et al., 2010) Le signal BRET mesuré 
entre AGS3 et Gαi1 est dépendant du nombre de domaines GPR fonctionnels. En effet, ce 
signal de BRET diminue en fonction du nombre de domaines GPR non fonctionnels, pour 
finalement disparaître complètement suite à la mutation de trois domaines GPR ou plus. 
AGS3 n’est plus en mesure d’interagir avec Gαi lorsqu’il lui reste uniquement un domaine 
GPR fonctionnel, ce qui semble indiquer que AGS3 a besoin de la présence d’un minimum 
de deux sous-unités Gαi afin d’interagir de façon efficace avec cette sous-unité de la 
protéine G. En parallèle, il a été montré dans l’article 3 figure 5 que la surexpression 
d’AGS3 augmente sélectivement l’interaction entre deux protéines Gαi. Ces résultats 
indiquent que plusieurs Gα ont la capacité de lier la protéine AGS3 en même temps, donc 
de former des complexes comprenant plusieurs Gα. Ces observations confirment la 
possibilité de retrouver deux Gα en interaction, et ouvrent la porte aux complexes 
comprenant plusieurs Gα. Par contre, il est impossible de conclure si les interactions 






Figure 37: Interaction entre AGS3 et Gαi 
A)  Comparaison de l’interaction avec Gαi1 de AGS3 et du mutant AGS3-Q/A, où les 4 domaines GPR, sites 
d’interaction à Gαi, ont été mutés. B) Mesure de l’interaction entre Gαi1 et les mutations individuelles de 
chacun des domaines GPR ou en combinaison. Ces résultats montrent que la mutation des 4 domaines ainsi 
que la mutation de 3 domaines GPR aboli totalement l’interaction entre AGS3 et Gαi1. Résultats obtenu dans 
le cadre d’une collaboration avec le Dr Steve Lanier (Oner et al., 2010).  
 
 
Au cours de la dernière année, un groupe a publié des résultats de co-cristallisation 
d’ARF6, une GTPase impliquée dans le remodelage du cytosquelette et la migration 
cellulaire, avec une protéine d’échafaudage Jip4 (voir Figure 38, page 258) (Isabet et al., 




entre deux ARF6, ainsi qu’une interaction indirecte avec un troisième protomère d’ARF6 
via la protéine Jip4, démontrant ainsi la double possibilité d’interaction entre deux 
GTPases. De plus, dans le cas de l’interaction directe, il est possible d’observer que tout 
comme pour le dimère RhoA, l’hélice α correspondante à l’hélice α de sélectivité des Gα 
est impliquée dans la formation de l’interaction directe entre les deux ARF6, démontrant à 
nouveau l’importance de cette hélice α dans la formation de complexes GTPasiques.  
 
 
Figure 38: Structure du complexe ARF6/Jip4 
En rose, vert et bleu trois protomères de ARF6 et en jaune et rose foncé deux protomères de Jip4. Coloré en 
rouge les hélices α de ARF6 qui correspond à l’hélice α4 des protéines Gα (PDB : 2W83. Images produites 
avec PyMOL.  
 
 
Afin de démontrer la possibilité de retrouver deux Gα sous un dimère de récepteur, une 




superposer avec le locigiel de PyMol voir Figure 39, page 260). Le récepteur opsine a été 
cristallographié sous forme de dimère à l’état inactif (PDB, 3CAP), et monomérique à l’état 
actif en interaction avec un peptide de la portion C-terminale de Gαt sous forme active 
(PDB, 3DQB). Dans un premier temps, une superposition des monomères du dimère 
d’opsine avec deux monomères d’opsine/C-terminal Gαt a été réalisée. Par la suite, deux 
protéines G hétérotrimériques, Gαt/Gβγt, (PDB, 1GOT) ont été positionnées en fonction du 
peptide Gαt (marqué en rouge dans la Figure 39) de chacun des monomères d’opsine/C-
terminal. La superposition des ces différents cristaux montre la possibilité de retrouver 
deux Gα sous le même dimère de récepteur. De plus, dans cette configuration, les hélices α 
de sélectivité, décrites plus tôt, de chacune des deux sous-unités Gα (en orange à la Figure 
39, page 260) se font face, validant ainsi la position de cette hélice α dans l’interface 
d’interaction entre les Gα, et démontrant également la pertinence de cette approche de 
superposition de cristaux pour valider les résultats expérimentaux. Que ce soit des 
interactions directes ou indirectes entre différentes GTPases, il semble évident que cette 
notion de complexes comprenant plusieurs GTPases représente un model attrayant pour 





Figure 39: Schéma de dimère de RCPG avec la protéine G 
En rose et mauve deux protomères récepteur opsine co-cristallisé avec la protion C-terminal de Gαt (5 dernier 
acide aminés, PDB : 3DQB).  En bleu claire et bleu foncé le dimère Gβγ et en jaune et vert protomère de 
Gαt/i (PDB : 1GOT). En orange les hélices α4 de sélectivité. Cette image a été générée via la superposition du 
co-cristal d’obsine/Gαt sur le dimère de récepteur opsine (PBD : 3CAP). Par la suite les acides aminés de la 
partie C-termial de Gαt/i (PDB : 1GOT) ont été alignés sur leurs correspondant dans le co-cristal 







Dimérisation des récepteurs et activation asymétrique 
 
La dimérisation des récepteurs est une notion de plus en plus acceptée dans la communauté 
scientifique, notamment grâce à quelques exemples de récepteurs actifs uniquement sous 
forme dimériques tel que le récepteur métabotropique du GABA (GABAB) qui nécessite la 
formation d’un hétérodimère entre les monomères GBR1 et GBR2 pour atteindre la surface 
cellulaire et être actif (voir Figure 4, page 10) (Kaupmann et al., 1998; Pin et al., 2004). 
Cette hétérodimérisation permet la localisation appropriée du complexe, ainsi que le 
couplage fonctionnel à la protéine G. Par ailleurs, dans certain cas, la dimérisation peut 
également permettre aux récepteurs impliqués de changer de type de couplage à la protéine 
G. Dans le cas des récepteurs à la dopamine D1 et D2 couplés respectivement à la protéine 
Gαs et Gαi, la formation d’un hétérodimère D1/D2 provoque la mobilisation des réserves 
de calcium intracellulaire via un nouveau couplage à la protéine Gαq (Hasbi et al., 2009). 
Dans les conditions du groupe du Dr. George, seul le blocage par l’inhibiteur YM254890 
sélectif pour Gαq permet de réduire la mobilisation du calcium, excluant l’implication des 
voies dépendantes de Gαs et Gαi pour cette mobilisation. Il a aussi été démontré que MOR 
et DOR, récepteurs normalement couplés Gαi, interagir ensemble, et ainsi permettre la 
mobilisation du calcium intracellulaire via Gαq. Contrairement au dimère D1/D2, la PTX 
bloque la mobilisation du calcium, démontrant l’importance de l’activation de Gαi dans 
cette mobilisation. Dans l’article 3, un phénomène similaire a été observé, où le récepteur 
DOR requiert l’activation de Gαi et la présence de Gαq pour la mobilisation du calcium. Il 
n’est donc pas exclu que dans le cas des récepteurs D1/D2, la présence d’une autre protéine 
Gα dans le complexe soit essentielle à la mobilisation du calcium. Comme l’interaction 
Gαs/Gαi n’a pas été détecté par BRET dans le cadre le l’article 3, il est possible que la 




Gαi/Gαq, mais l’absence d’effet de la PTX favorise davantage l’hypothèse d’un complexe 
D1/D2 avec Gαs/Gαq. 
 
En parallèle à ces observations de sélectivité fonctionnelle via l’hétérodimérisation des 
récepteurs, il a été démontré dans la littérature que dans le cas des récepteurs au glutamate, 
seul un protomère du dimère de récepteurs peut atteindre la conformation active à la fois 
(Goudet et al., 2005). Cette asymétrie est également observée pour le récepteur BLT1, où 
seul un protomère peut atteindre l’état actif dans des conditions in vitro en présence de 
protéines G hétérotrimériques (Damian et al., 2006). À l’opposé, en l’absence de protéines 
G, tous les protomères subissent les mêmes changements de conformation au sein du 
dimère de récepteurs, par conséquent la présence de la protéine G semble être le moteur de 
cette asymétrie fonctionnelle. Il est connu depuis plusieurs années que l’engagement de la 
protéine G induit la présence de sites de hautes affinités des récepteurs pour leurs agonistes 
(Bennett, 1982). Plus récemment, avec la co-cristallisation du récepteur opsine à l’état actif 
avec un peptide de la portion C-terminale de Gαt (Scheerer et al., 2008), il a été démontré 
que ces derniers acides aminés de la protéine G participent directement aux changements de 
conformation des récepteurs. Il est donc possible d’imaginer que l’apparition des sites de 
hautes affinités pour les agonistes soit induite par cette entrée du C-terminal de Gα dans la 
structure du récepteur. 
 
Le groupe du Dr. Javitch a démontré, en utilisant la reconstitution du signal à partir de deux 
récepteurs non fonctionnels, que l’encombrement stérique sous un récepteur influence 
l’activation des protéines G (Han et al., 2009), et ainsi l’asymétrie créée par la présence de 
deux récepteurs différents permet un nouvelle signalisation . Ils ont utilisé le calcium 
comme mesure d’activité pour le récepteur D2 qui n’est pas normalement couplé à cette 
voie, avec des récepteurs D2 directement fusionnés à une protéine chimérique Gαqi5 pour 
permettre l’activation de la voie calcique. Lorsque fusionnée directement au récepteur, la 




récepteur D2 sauvage (incapable de signaliser via le calcium) et de la protéine de fusion 
D2-Gαqi5, une mobilisation du calcium est observée (Han et al., 2009). Ces résultats sont 
expliqués par la présentation et l’activation de Gαqi5, provenant du récepteur D2 fusionné, 
aux récepteurs D2 sauvages présents dans le même dimère. En introduisant un bras 
espaceur entre le récepteur et la Gαqi5, les chercheurs ont été en mesure de suivre une 
mobilisation de calcium en l’absence de co-expression de récepteurs D2 natifs. Ces 
résultats indiquent que la fusion de Gαq/i5 directement au récepteur n’est pas accessible 
pour être directement activée par le récepteur auquel elle est fusionnée. Toutefois, un 
récepteur D2 natif situé à proximité de cette protéine de fusion est en mesure d’utiliser la 
protéine Gαq/i5. Au niveau de la protéine de fusion, la présence d’un bras espaceur plus 
long entre le récepteur et la Gαqi5 permet alors au récepteur fusionné d’activer directement 
sa protéine Gα.  
 
En parallèle, ils ont démontré que l’addition d’une mutation dans Gαq (G208A), connue 
pour inhiber l’activité d’échange du GDP/GTP, au niveau de la protéine de fusion D2-L-
Gαq/i5 (L=bras espaceur) élimine la réponse calcique (Han et al., 2009). Par contre, la co-
transfection de Gαqi5 non fusionnée permet non seulement de retrouver la signalisation 
calcique de la protéine de fusion D2-L-Gαqi5-G208A, mais potentialise cette réponse en 
comparaison aux conditions contrôles. Ces résultats indiquent que la présence de plusieurs 
protéines Gα dans un complexe de récepteurs est possible et qu’une asymétrie 
fonctionnelle, soit au niveau des récepteurs (D2 wt avec D2-Gαqi5, soit Gαqi5 non 
fusionnée) ou soit au niveau des protéine G (Gαq/i5-G208A avec Gαqi5), semble requise 
pour induire une signalisation calcique maximum.  
 
L’asymétrie fonctionnelle a également été mesurée par l’utilisation de dimères de 
récepteurs où un seul protomère est constitutivement actif ou inhibé par un agoniste inverse 
pour l’activation sur la voie calcique (Han et al., 2009). Dans le cas où un seul récepteur est 




comparativement à la condition contrôle avec deux récepteurs D2 natifs. Par opposition, la 
présence dans le dimère d’un récepteur liant un agoniste inverse, produit une réponse plus 
importante que la condition contrôle avec deux récepteurs natifs. L’asymétrie créée par la 
présence de l’agoniste inverse permet une meilleure signalisation ou une diminution de 
l’inhibition de la réponse. Cette asymétrie fontionnelle a également été mise à jour pour les 
récepteur du glutamate (Goudet et al., 2005). Par opposition, il a été montré que l’activation 
des deux protomères au sein d’un dimère de récepteur est importante pour le recrutement de 
la β-arrestine dans le cas du récepteur muscarinique M3 (Novi et al., 2005). Le recrutement 
la β-arrestine suite à la phosphorylation par les GRK est connu pour être impliqué dans 
l’arrêt et la désensibilisation de la signalisation des RCPG (Lohse et al., 1990). Alors, la 
symétrie d’activation des monomères au sein d’un dimère permetrait d’engager le système 










Étant donné que la présence de Gα est essentielle pour l’asymétrie des dimères de 
récepteurs et que la conformation des récepteurs est influencée par la présence du C-
terminal de Gα, la nature des protéines G interagissant avec les récepteurs va donc avoir 
une influence sur l’asymétrie. Dans le cas du récepteur DOR où uniquement Gαi1 semble 
être activé par le récepteur, une asymétrie a pu être créée par la présence de Gαq dans le 
complexe, ainsi dans le cas de récepteurs homodimériques, cette asymétrie pourrait être 





Au cours de cette thèse, deux aspects très différents, mais intimement liés ont été traités, 
soit le développement technologique pour l’étude d’interactions protéine-protéine à 
multiples partenaires, et l’étude de la formation de complexes impliqués dans la 
signalisation des RCPG. La mise au point de nouvelles couleurs de transfert d’énergie de 
résonance de bioluminescence (BRET) (BRET400-BFP, BRET400-CFP et BRET400-mAmetrine), 
ainsi que de l’utilisation combinatoire du BRET400-GFP (aussi appelé BRET2) et du 
BRET480-YFP (BRET1) ont permis de suivre la formation de complexes à plusieurs protéines 
dans un cadre cellulaire pour la première fois, démontrant l’importance du développement 
technologique pour l’étude de questions biologiques.  
Grâce à ces nouvelles méthodes d’étude de complexes à plusieurs partenaires, ainsi qu’à la 
mesure plus sensible de la mobilisation du calcium obtenue avec l’obelin, il a été possible 
de démontrer l’importance des sous-unités Gαi et Gαq dans la signalisation calcique du 
récepteur DOR. L’inhibition de l’activité de Gαi par la toxine PTX bloque toute 
mobilisation du calcium, montrant l’importance de l’activation de Gαi par le DOR pour 
cette signalisation. En revanche, la présence de Gαq dans le complexe semble important 
pour permettre cette signalisation calcique, probablement en induisant l’entrée d’effecteurs 
spécifiques dans le complexe à l’état lié par le GDP (dite inactives). 
L’utilisation combinatoire du BRET400-GFP et du BRET480-YFP  a permis de démontrer pour 
la première fois la formation d’un complexe comprenant plusieurs protéines régulatrices 
des RCPG en même temps. Il a été possible de mesurer l’interaction entre GRK2 et la β-
arrestine suite à la stimulation d’un RCPG, ouvrant des questions sur les fonctions 
biologiques de la formation de ce complexe récepteur/GRK/arrestine, sur l’asymétrie de 
l’activation des récepteurs au sein d’un dimère, ainsi que sur le rôle de chacun dans la 




protéine G permet une réorganisation conformationnelle de l’hétérotrimère Gα/Gβγ, 
favorisant la désensibilisation phosphorylation indépendante. 
 
Certains résultats dans la littérature indiquent que la nature des protéines G peut influencer 
le recrutement des protéines régulatrices, et comme Gαq est la seule des sous-unités Gα 
interagissant avec les GRK2/3 et que la sous-unité Gβ semble influencer le type de GRK 
recrutés, les complexes hétérotrimériques de protéines G sont donc importants non 
seulement pour la signalisation des récepteurs, mais ils jouent également un rôle clé pour 
déterminer le type de protéines régulatrices recrutées aux récepteurs, influençant ainsi cette 
signalisation. La formation de complexes protéines G/récepteur semble impliquer plusieurs 
sous-unités Gα et Gβγ de natures identiques ou différentes, expliquant une partie de la 
complexité de signalisation engendrée par les RCPG. De plus, l’activation de toutes les 
protéines G ne semble pas nécessaire pour l’action des récepteurs, mais pourrait influencer 
la signalisation par le biais d’interactions avec diverses protéines effectrices ou régulatrices. 
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The most widely studied pathway underlying agonist-pro-
moted internalization of G protein-coupled receptors (GPCRs)
involves -arrestin and clathrin-coated pits. However, both
-arrestin- and clathrin-independent processes have also been
reported. Classically, the endocytic routes are characterized
using pharmacological inhibitors and various dominant nega-
tive mutants, resulting sometimes in conflicting results and
interpretational difficulties. Here, taking advantage of the fact
that-arrestin binding to the2 subunit of the clathrin adaptor
AP-2 (2-adaptin) is needed for the-arrestin-mediated target-
ing of GPCRs to clathrin-coated pits, we developed a biolumi-
nescence resonance energy transfer-based approach directly
assessing the molecular steps involved in the endocytosis of
GPCRs in living cells. For 10of the 12 receptors tested, including
some that were previously suggested to internalize via clathrin-
independent pathways, agonist stimulation promoted -arres-
tin 1 and 2 interaction with2-adaptin, indicating a-arrestin-
and clathrin-dependent endocytic process. Detailed analyses of
-arrestin interactions with both the receptor and 2-adaptin
also allowed us to demonstrate that recruitment of -arrestins
to the receptor and the ensuing conformational changes are the
leading events preceding AP-2 engagement and subsequent
clathrin-mediated endocytosis. Among the receptors tested,
only the endothelin A and B receptors failed to promote
interaction between -arrestins and 2-adaptin. However,
both receptors recruited -arrestins upon agonist stimula-
tion, suggesting a -arrestin-dependent but clathrin-inde-
pendent route of internalization for these two receptors. In
addition to providing a new tool to dissect the molecular events
involved in GPCR endocytosis, the bioluminescence resonance
energy transfer-based -arrestin/2-adaptin interaction assay
represents a novel biosensor to assess receptor activation.
G protein-coupled receptors (GPCRs)7 are seven transmem-
brane domain receptors that constitute the largest family of cell
surface proteins involved in signal transduction. In humans, it is
estimated that GPCRs are encoded by800 distinct genes that
control a variety of important physiological responses (1). Fol-
lowing agonist binding, GPCRs undergo conformational
changes that regulate the activity of downstream effector sys-
tems to mediate various cellular responses. The extent and
duration of GPCR signaling is tightly regulated by mechanisms
that terminate the initial signaling and later re-establish the
capacity of the receptors to respond to new agonist exposure.
The removal of GPCRs from the cell surface, also known as
internalization or endocytosis, plays an important role in these
processes (2, 3). For most GPCRs, rapid feedback desensitiza-
tion is initiated by G protein-coupled receptor kinases that
phosphorylate agonist-occupied GPCRs to create high affinity
binding sites for -arrestins, which in turn uncouple the recep-
tor from its cognate G protein (reviewed in Ref. 4). -Arrestins
also target receptors for endocytosis by linking them to the
endocytic machinery, including clathrin and the clathrin adap-
tor AP-2 (5–11). By controlling receptor recycling following
endocytosis, -arrestins have also been shown to regulate the
rate of receptor resensitization (12). Based on their interaction
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with -arrestins, GPCRs are divided into two main classes.
Class A, which includes receptors such as the 2-adrenergic
(2AR), endothelin A (ETAR), and V1a vasopressin (V1aR),
interacts transiently with -arrestins and can rapidly recycle
back from the endosomes to the cell surface (13, 14). Class B
receptors, such as vasopressin V2 (V2R), CC-chemokine 5
(CCR5), prostaglandin EP4 (EP4R), and vasoactive intestinal
peptide 1 (VIP1R), interact more stably with -arrestins, lead-
ing to a complex that resides for extended periods of time into
endosomes. Receptors tightly associated with -arrestins in
endosomes are only poorly recycled to the cell surface and
eventually targeted for lysosomal degradation (13–17). The two
classes of receptors also differ by their binding preference
toward -arrestin1 and -arrestin2. Indeed, whereas class A
receptors binds with greater affinity to -arrestin2, class B
receptors do not show preference between the two -arrestins
(13). More recently, it was suggested that some receptors may
not be easily classified in class A or B. For example, the brady-
kinin B2 receptor (B2R) was found to internalize with -ar-
restins into endosomes but can then dissociate from -arrestin
and efficiently recycle to the plasma membrane after agonist
removal (18). The authors suggested that receptors with such
hybrid features could be referred to as class C.
Although the roles of -arrestins and clathrin-coated vesi-
cles in GPCR endocytosis have been well characterized, alter-
native pathways involving non-coated vesicles, such as caveo-
lae, or other non-clathrin and non-caveolae mediated routes,
have also been described for several receptors (reviewed inRefs.
2, 3, 19). Also, the requirement for -arrestin does not seem to
be universal, and endocytosis of some GPCRs through either
clathrin-coated vesicles or caveolae was proposed to be -ar-
restin-independent (20). To characterize the various endocytic
routes used by different receptors, several pharmacological and
biochemical tools have been used. These include blockers that
do not discriminate between clathrin-dependent or caveolae-
mediated endocytosis (e.g. hypertonic sucrose, low tempera-
ture, concanavalin-A, and dominant negative mutants of
dynamin) as well as inhibitors that are believed to selectively
inhibit clathrin-coated vesicle (e.g. monodansylcadaverine,
chlorpromazine, as well as dominant negative mutants of -ar-
restin and Eps-15) or caveolae-mediated endocytosis (e.g. filpin
and nystatin) (3, 19, 21, 22). Although these approaches have
been useful, the interpretation of their data was sometimes dif-
ficult and generated some controversies on the exact mecha-
nism underlying the endocytosis of certain GPCRs. For exam-
ple, inhibition of endocytosis by dominant negative mutants of
-arrestins (-arrestin1(V53D), -arrestin1-(319–418), and
-arrestin2(LIELD/F391A) (7, 23, 24)) or a dominant negative
of the AP-2 interacting protein Eps15 (25) has often been used
to suggest the involvement of a clathrin-mediated process.
However, in the case of the ETAR, endocytosis through caveo-
lae was also inhibited by a dominant negative mutant of -ar-
restin (20). Similarly, inhibiting Eps15 has been recently found
to prevent caveolae-mediated endocytosis of the epidermal
growth factor receptor (26). Off-target effects of dominant neg-
ative mutants can also complicate interpretation of the results.
For instance, whereas it was initially believed that -arrestins
were specific regulators for GPCRs, growing evidences demon-
strate its role in the regulation of non-GPCRs membrane pro-
teins endocytosis (27). Although this may reflect direct interac-
tion of -arrestins with non-GPCR proteins (28), it could also
result from the interference with components of the endocytic
machinery that could be shared by clathrin- and caveolae-me-
diated routes.
The above discussion illustrates the importance of develop-
ing new tools that will allow the direct assessment of themolec-
ular steps involved in the endocytosis of specific GPCRs. To
generate one such tool, we took advantage of the fact that, for
internalization, the -arrestins binding to the 2-adaptin sub-
unit of the clathrin adaptor AP-2 are needed for the -arrestin-
mediated targeting of GPCRs to clathrin-coated pits (7, 8, 10,
29). Specifically, we designed a bioluminescence resonance
energy transfer (BRET)-based assay that allows real-time mon-
itoring of the interaction between -arrestins and 2-adaptin
as a biosensor for -arrestin-promoted clathrin-mediated
endocytosis. BRET is a non-radiative energy transfer that
occurs between the energy donor Renilla luciferase (Rluc) and
variants of the green fluorescent proteins (EYFP for BRET1 and
GFP, GFP2, or Tsapphire for BRET2) as the energy acceptor
only when the two proteins are within 100 Å from one another
and situated in favorable orientation, making it an attractive
assay for studying both inducible and constitutive protein-pro-
tein interactions (30, 31). Thus, in response to the activation of
12 different GPCRs, previously suggested to internalize via dif-
ferent endocytic routes, BRET1 was assessed between -arres-
tin-Rluc and 2-adaptin-EYFP and used as an indicator of
clathrin-mediated endocytosis involving -arrestins. By com-
bining the spectrally resolved BRET1 and BRET2 technologies,
we could simultaneously assess the recruitment of-arrestin to
GPCR and -arrestin/AP-2 interaction, which allowed us to
monitor the kinetics of the two events. The data obtained
herein show that some of the GPCRs previously suggested to
internalize via a clathrin-independent pathway were capable of
promoting -arrestin interaction with AP-2. Thus, contrary to
what was deduced from indirect methods, these receptors
internalize via a -arrestin- and clathrin-dependent mecha-
nism. Other receptors, such as ETAR and ETBR, which are
capable of recruiting -arrestins but were shown to internalize
via caveolae, did not promote -arrestin interaction with
2-adaptin, indicating a -arrestin-dependent but clathrin-in-
dependent endocytic process. In addition to providing a new
tool to dissect the molecular events involved in GPCR endocy-
tosis, the BRET-based -arrestin/2-adaptin interaction assay
can also be used to detect constitutive receptor internalization
and quantify receptor activation in a pharmacologically rele-
vant manner.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials—Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
fetal bovine serum, Geneticin (G418), L-glutamine, and penicil-
lin-streptomycin were purchased from Wisent. Fugene6 was
obtained from Roche Diagnostics. Coelenterazine-h was from
Prolume, and DeepBlueC was from Biotium. Recombinant
human RANTES (regulated on activation normal T cell
expressed and secreted) was from PeproTech. Poly-D-lysine,
8-arginine-vasopressin (AVP), isoproterenol, bradykinin, human
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recombinant C5a, prostaglandin E2, vasoactive intestinal pep-
tide, endothelin-1 (ET1), and carbachol were from Sigma-Al-
drich Canada. Antibodies against 2-adaptin, -adaptin, and
clathrin were obtained fromBDBiosciences. The anti-GFPwas
from Molecular Probes. White opaque and clear bottom
96-well plates were from Corning. Linear polyethyleneimine
(25 kDa) was from Polysciences. Plate readers used to measure
BRET in this study were the Mithras LB940 from Berthold for
BRET1 and a modified TopCount from Packard for BRET2.
Expression Plasmids—The constructs presented herein were
made using standard molecular biology techniques employing
PCR and fragment replacement strategies. -Arrestin2-Rluc
and -arrestin1-Rluc were generated by PCR amplification of
the coding sequences of the rat -arrestin2 (kindly provided by
S. Marullo, Institute Cochin, Paris) and the rat -arrestin1 (a
gift from Kathryn DeFea, University of California, Riverside)
without their stop codons that were ligated upstream of a
humanized Renilla reniformis luciferase (Rluc, originally PCR-
amplified from phRluc-N1 from PerkinElmer Life Sciences) in
pcDAN3.1zeo (Invitrogen); both -arrestin1 and -arrestin2
were fused toRluc via the same 6-amino acid linker (GSGTAT).
Rluc--arrestin2-EYFP construct was made as described by
Charest et al. (42). -Arrestin2-(R393E,R395E)-Rluc DNA was
obtained by subcloning themutant-arrestin2 into pcDNA3.1.
V2R-EYFP construct was generated by amplifying V2R coding
sequences by PCR without its stop codon and cloned upstream
of EYFP in pRK5. 2-Adaptin-EYFP was generated by subclon-
ing the coding region, minus the stop codon, and coming from
a human 2-adaptin plasmid template (10) into pEYFP-N1
(Clontech). To construct V2R-Tsapphire, the coding sequence
of Turbo Sapphire (32) was PCR-amplified and fused, in-frame,
downstream of the V2R coding sequence lacking its stop codon
(which was removed from V2R-VENUS-pIRESpuro3 (33)) and
ligated into pcDNA3.1/zeo(). EP4R and the complement
component C5a receptor (C5aR) in pcDNA3.1() were from
UMR cDNA Resource Center. The angiotensin II receptor
(HA-AT1aR-pRc) expression construct was a gift fromDr. Syl-
vainMeloche (Universite´ deMontre´al,Montre´al, Canada). The
V2R-FKBP and FRB--arrestin2-Rluc (34), Myc-V2R(R137H)
(35), HA-2AR (36), dynI(K44A) (37), Myc-V2R, Myc-V1aR
(38), M2 muscarinic receptor (HA-M2R) (21), vasoactive pep-
tide 1 receptor (FLAG-VIP1R) (21), endothelin receptor sub-
types A and B (HA-ETAR and FLAG-ETBR (39)), CCR5 (18),
and bradykinin receptor subtype 2 (HA-B2R) (40) expression
constructs were previously described. Except for CCR5, EP4R,
and C5aR, all GPCRs used in this study contained an N-termi-
nal epitope tag (e.g. Myc, HA, or FLAG) that was previously
shown not to compromise the activity of these receptors. For
the purpose of brevity, unless stated otherwise, GPCRs used
here will be identified by their names only without indicating
their N-terminal epitope tag. All GPCRs used herein were from
human cDNAs, except for the VIP1R, which was from rat.
Cell Culture, Plasmid Transfections, and Stable Cell Line
Production—Unless otherwise stated, human embryonic kid-
ney (HEK) 293T cells were cultured in high glucose DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 units/ml pen-
icillin-streptomycin, and 2mM L-glutamine at 37 °C in a humid-
ified chamber at 95% air and 5% CO2. For transient transfec-
tions in 6-well plates, 400,000 HEK293T cells were seeded and
transfected the next day using Fugene6 according to manufac-
turer’s recommendations. For transfections in 100-mm plates,
cellswere seeded at a density of 2.5million cells/plate inDMEM
containing 5% fetal bovine serum and transfected the next day
using polyethyleneimine (PEI, 25-kDa molecular mass, linear
formprepared at 1mg/ml in sterile distilledH2O) at aDNA:PEI
ratio of 1:3. Plasmid DNA and PEI were diluted, each in sepa-
rate tubes, with 500 l of NaCl solution (150 mM). The PEI
solution was then added onto the DNA solution, vortexed at
maximum speed for 5 s, and incubated at room temperature for
20 min prior to addition to the cells. To generate cells stably
expressing 2-adaptin-EYFP (HEK293T/2-adaptin-EYFP),
transfected cells were selected with 1 mg/ml G418. Clonal cells
expressing 2-adaptin-EYFP were obtained by limited dilution
and were tested for expression of 2-adaptin-EYFP by fluores-
cencemeasurements andWestern blotting. HEK293T cells sta-
bly expressing MycV2R (HEK293T/V2R) were generated by
selection with 0.45 mg/ml G418, and a clonal cell line (41)
expressing 8 pmol/mg of V2R was used for transient co-
transfection of 2-adaptin-EYFP and -arrestin2-Rluc.
Immunoprecipitation and Western Blotting—Immunopre-
cipitation experiments were carried out as described previously
(65). Immunoprecipitated proteins were separated on 6% SDS-
PAGE, whereas proteins from total cell lysates were separated
on 10% SDS-PAGE before transfer onto nitrocellulose mem-
branes. Protein immunodetection on membranes was assessed
using either anti-2-adaptin (0.2 g/ml), anti--adaptin (0.25
g/ml), anti-clathrin (0.25 g/ml), or anti-GFP (2 g/ml) (65)
antibodies.
Total Fluorescence Measurements—To measure total fluo-
rescence, cells werewashed oncewith PBS-Mg (PBS containing
0.5 mM MgCl2), gently detached by pipetting in PBS-Mg, and
seeded at a density of 100,000 cells/well in 96-well plates
(white wall with clear bottomplates). All throughout this study,
cell number quantification was based on measuring the A600 of
the cell suspension and correlating it to a pre-established stand-
ard curve (A600 versus cell number). The fluorescence level was
measured using a FlexStation II (Molecular Devices). Formeas-
uring fluorescence of V2R-Tsapphire, transfected cells were
excited at 400 nm, and the emission was recorded at 511 nm
(cut-off at 490 nm), whereas measurements of 2-adaptin-
EYFP fluorescence were done at an excitation wavelength of
470 nmand emissionwavelength of 535 nm (cut-off at 500 nm).
Monitoring Protein-Protein Interaction Using BRET1—Ap-
proximately 18 h after transfection, cells were detached by
trypsinization and seeded (50,000 cells/well) into 96-well
(white wall, clear bottom) tissue culture plates previously
treated with poly-D-lysine, and re-incubated at 37 °C for
another 18 h.On the day of the experiment, the culturemedium
was replaced by PBS-Mg and incubatedwith or without various
concentrations of the tested agonist for the specified time at
room temperature. Tomeasure the BRET1 signal, the transpar-
ent bottom of the 96-well plate was covered with a white-
backed tape adhesive (PerkinElmer Life Sciences), and the
BRET1 substrate for Rluc, coelenterazine-h, was added to all
wells (5 M final concentration), followed by BRET1 measure-
ment on the Mithras LB940 plate reader, which allows the
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sequential integration of signals detected in the 480  20 nm
and 530 20 nmwindows. The BRET1 signal was calculated as
a ratio of the light emitted by EYFP (530 20 nm) over the light
emitted byRluc (480 20 nm). Unless otherwise stated, BRET1
ratios were corrected by subtracting the background signal
detected when -arrestin-Rluc constructs were expressed in
the absence of the EYFP fusion protein or the tested GPCR (in
the case of the stable 2-adaptin-EYFP cell line) to generate
BRETnet values. Agonist-promoted BRET1 was calculated by
subtracting the BRET1 ratio obtained in the absence of agonist
addition from the one obtained in the presence of an agonist. In
the case of kinetic measurements, coelenterazine-h was added
simultaneously with the agonist, followed by BRET1 measure-
ments. Receptor agonists used herein were: AVP for V2R and
V1aR, isoproterenol for 2AR, bradykinin for B2R, vasoactive
intestinal peptide for VIP1R, ET1 for ETAR and ETBR, carba-
chol for M2R, RANTES for CCR5, recombinant C5a for C5aR,
prostaglandin E2 for EP4R, and angiotensin II for AT1AR.
Heterodimerizer-promoted -Arrestin2 Interaction with V2R—
HEK293T/2-adaptin-EYFP cells were transfected with
V2R-FKBP and FRB--arrestin2-Rluc (34) or with V2R and
-arrestin2-Rluc. Heterodimerization of V2R-FKBP and
FRB--arrestin2-Rluc was initiated by cell treatment with the
heterodimerizer AP-21967 (20 min at room temperature), a
chemically modified derivative of rapamycin. AP-21967 is a
cell-permeable organic molecule with two separate motifs
binding with high affinity to FKBP and FRB fragments, respec-
tively (for details see Ariad on the web).
Concomitant Monitoring of -Arrestin2 Interactions with
V2R and with AP-2 by Combining BRET1 and BRET2—
HEK293T/2-adaptin-EYFP cells were seeded in 100-mm
dishes at a density of 2.5 million cells per plate. The next day,
cells were co-transfected with different concentrations of the
V2R-Tsapphire plasmid (0.25, 0.5, and 1 g) and 0.25 g of
-arrestin2-Rluc plasmid. Forty-eight hours post-transfection,
cells were washed with PBS-Mg and then gently detached.
Total fluorescence measurements were taken in 96-well plates
containing100,000 cells/well, as described above. Cells were
then dispensed into 96-well white opaque plates, and BRET1 or
BRET2 kinetic measurements were done after the co-addition
of 100 nM AVP and either 5 M coelenterazine-h (Rluc sub-
strate for BRET1) or coelenterazine DeepBlueC (Rluc sub-
strate for BRET2). BRET2 measurements were done using a
modified TopCount plate reader that sequentially incorpo-
rates emission signals in the 370–450 nm and 500–530 nm
ranges. The BRET2 signal was determined by calculating the
ratio of the light emitted by the V2R-Tsapphire (500–530
nm) over the light emitted by the -arrestin2-Rluc (370–450
nm). Agonist-promoted BRET2 was calculated by subtract-
ing the BRET2 ratio obtained in the absence from the one
obtained in the presence of agonist. Agonist-promoted
BRET1 was calculated as described above.
Measurement of Cell Surface Receptor Expression by ELISA—
Agonist-promoted internalization was assessed as described
previously (37). Briefly, the culture medium was removed and
replaced with DMEM/0.5% bovine serum albumin/20 mM
HEPES in the presence or absence of the specific agonist. After
30-min incubation at 37 °C, themediumwas removed and cells
were fixed with Tris-buffered saline/3.7% formaldehyde for 5
min at room temperature. Cell surface expression was meas-
ured using anti-HA (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, for ETAR), anti-Myc (forV1aR, V2Rwt, andV2R(R137H)),
or anti-FLAG M2 (Sigma, for ETBR) monoclonal antibodies.
The percentage of agonist-promoted receptor internalization
was determined as follows: (1  stimulated/unstimulated) 
100.
-Arrestin Knock-down—HEK293T cells were transfected
with ETAR or ETBR plasmids along with minimal amount of
-arrestin1-Rluc and -arrestin2-Rluc and either a specific
siRNA targeting both -arrestin1 and -arrestin2 (AAAGC-
CTTCTGCGCGGAGAAT) or a control siRNA (Santa Cruz
Biotechnology). 18 h post-transfection, cells were seeded in
24-well plates and incubated at 37 °C for an additional 18–24 h.
siRNA efficacy for -arrestins knock-down expression was
assessed by measuring the luminescence obtained from the
co-expressed -arrestin1-Rluc and -arrestin2-Rluc and
expressed as the percentage of luminescence obtained in cells
transfected with the control siRNA.
Confocal Microscopy—HEK293T cells were transfected with
-arrestin2-GFP and either ETAR or ETBR constructs and
treated with ET1 (10 nM) for the indicated time. -Arrestin2-
GFP images were collected on a Zeiss LSM-510 Meta laser
scanning microscope.
RESULTS
Generation and Expression of2-Adaptin-EYFP—This study
was designed to monitor agonist-induced interaction between
-arrestins and AP-2 in living cells, thus, providing a sensitive
detection for the early events of -arrestin-promoted clathrin-
mediated endocytosis of GPCRs. For this, we used a 2-adap-
tin-EYFP fusion construct as a suitable BRET1 partner (EYFP as
energy acceptor) for -arrestins fused to the energy donor Rluc
(-arrestin2-Rluc or -arrestin1-Rluc). Western blot analyses
of HEK293T cells transfected with the 2-adaptin-EYFP con-
struct confirmed that the protein was efficiently expressed.
Indeed, a band migrating at 130 kDa, corresponding to the
expected molecular mass of the 2-adaptin-EYFP fusion pro-
tein was recognized by antibodies raised against either
2-adaptin (Fig. 1A, lane 2) or GFP (that recognizes EYFP; Fig.
1A, lane 5). A lower band of 105 kDa, corresponding to the
molecular weight of the endogenous 2-adaptin, was recog-
nized only by the anti-2-adaptin antibody (compare lanes 1, 2,
and 5 in Fig. 1A), in both transfected and untransfected cells.
Transfection of wild-type2-adaptin increased the immunore-
activity of the 105-kDa band (Fig. 1A, lane 3), confirming that
this band corresponds to the native protein. To confirm the
ability of2-adaptin-EYFP to associate with its functional part-
ners (43), co-immunoprecipitation experiments were carried
out. As shown in Fig. 1B, immunoprecipitation of the fusion
protein, using anti-GFP antibody, led to co-sedimentation of
-adaptin and clathrin, indicating that the fusion of 2-adaptin
with EYFP did not prevent its association with the native AP-2/
clathrin complex (Fig. 1B).
Monitoring Agonist-promoted Interaction between 2-Adap-
tin/EYFP and -Arrestin-Rluc in Living Cells by BRET1—To
determine whether GPCR-promoted interaction between
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-arrestin and 2-adaptin could be detected by BRET in living
cells, we initially measured BRET1 between -arrestin2-Rluc
and 2-adaptin-EYFP that were transiently co-transfected into
HEK293T/V2R cells. The BRET1 signal was measured in the
absence and presence of increasing concentrations of the
V2R agonist AVP. Fig. 1C shows that AVP promoted a concen-
tration-dependent increase in BRET1, indicative of an associa-
tion between-arrestin2-Rluc and2-adaptin-EYFP. The EC50
calculated for this agonist-promoted interaction was 1.2 nM, a
value in good agreement with the published affinity of AVP for
V2R (38). These data validate the use of the 2-adaptin-EYFP/
-arrestin-Rluc pair as a biosensor tomonitor the early event in
the receptor-promoted formation of the endocytic complex
involving -arrestin and AP-2.
To develop a robust system that allows monitoring of -ar-
restin/AP-2 interaction by distinct receptors, we generated a
HEK293T/2-adaptin-EYFP cells in which constant amounts
of GPCR and -arrestin-Rluc constructs could then be
co-transfected. Twelve GPCRs were selected for this study
(Table 1). TheGPCRswere chosen to include receptors belong-
ing to classes A, B, and C, as defined by their -arrestin inter-
action profile (13, 18). The list also included receptors that were
previously proposed to undergo clathrin-dependent or -inde-
pendent pathways. Agonist activation of VIP1R, V2R, V1aR,
B2R, 2AR, CCR5, EP4, C5aR, AT1aR, andM2R resulted in an
increase in agonist-promoted BRET1, indicative of association
between -arrestin2-Rluc and 2-adaptin-EYFP. This effect
was selective, because agonist-promoted BRET1 was detected
only when GPCRs were incubated with their respective agonist
and notwith irrelevant agonists (data not shown). The time and
the concentration dependence of the agonist-promoted associ-
ation are illustrated in Fig. 2 (A and B) for representative recep-
tors and the parameters (t1⁄2, EC50, and maximal BRET1 values)
of the curves obtained for all tested receptors are presented in
Table 1. Although the t1⁄2 varied from 1.7 to 8.9 min between
individual receptors, in all cases the BRET1 signal reached a
plateau after 12 min of stimulation with saturating concentra-
FIGURE 1. Characterization of 2-adaptin-EYFP. A, HEK293T cells were
transiently transfected or not (Ctrl) with 2-adaptin wild-type (WT) or
2-adaptin-EYFP. Expression level of 2-adaptin in cell lysates was assessed
by Western blot using anti-2-adaptin (left panel) or anti-GFP (right panel)
antibodies.B, cell lysates fromHEK293T expressing () or not ()2-adaptin-
EYFP were immunoprecipitated (IP) using an anti-GFP antibody, and the
immunoprecipitates were analyzed by Western blot (WB) using either anti-
GFP, anti-2-adaptin, anti--adaptin, or anti-clathrin antibodies. C, HEK293T/
V2R cells were co-transfected with 2-adaptin-EYFP and -arrestin2-Rluc,
and BRET1 measurements were done after 20-min incubation with the indi-
catedconcentrationof theV2RagonistAVP.Data shownare representativeof
two to three experiments (A and B) or are the mean S.E. of three independ-
ent experiments (C).
TABLE 1
BRET1 kinetics of association and comparison of generated EC50 with agonist affinity values obtained from other established assays
Receptor classification with respect to interaction with -arrestins is indicated under “class” (Refs. 13–17, 51). The half-time (t1⁄2) of the maximal association between
-arrestin2-Rluc and 2-adaptin-EYFP in response to treatment with agonists (100 M for M2R and 100 nM for all other receptors) was calculated from non-linear
regression analysis of BRET1 association kinetics curves. BRET1max represents the agonist-promoted BRET1 ratio obtained at maximum agonist stimulation. The
BRET1EC50 values were determined from non-linear regression of dose-response BRET1 curves. BRET1EC50 values were compared to previously published affinity values
for the same agonists. Data are the mean S.E. of 3–5 independent experiments.
Receptor Agonist Class BRET1 t1⁄2 BRET1max BRET1EC50 Other EC50 or Kd Ref.
min nM
V1aR AVP A 1.7 0.3 0.06 0.002 1.6 0.5 0.5 0.2a (38)
2AR Isoproterenol A 3.5 0.5 0.05 0.002 10 1.3 13.9 3.9b (66)
ETAR Endothelin-1 A NDc ND ND 0.2a (67)
ETBR Endothelin-1 ?d ND ND ND 0.3a (67)
VIP1R VIP B 2.9 0.6 0.13 0.003 1.9 0.2 4.0e (17)
V2R AVP B 3.0 0.1 0.13 0.004 1.2 0.2 0.7 0.1b (66)
AT1aR Angiotensin II B 1.8 0.5 0.07 0.002 2.8 0.3 2.0e (68)
EP4R PGE2 B 5.3 1.0 0.07 0.004 1.3 0.3 2.2 0.6b (16)
C5aR C5a B 4.2 0.9 0.08 0.003 9.5 1.0 5.2 2.5e (69)
CCR5 RANTES B 8.9 0.5 0.09 0.002 2.7 0.7 1.0a (70)
B2R Bradykinin C 3.8 0.5 0.12 0.009 0.5 0.2 1.7 0.1e (18)
M2R Carbachol ?d 3.3 0.3 0.085 0.005 800 23 1100 150f (71)
a Phosphatidylinositol hydrolysis.
b cAMP accumulation.
cND, signal not detected.
d ? not classified.
e Radioligand binding.
f Inhibition of cAMP production.
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tion of their respective agonists and remained constant for at
least an additional 12 min. Therefore, for subsequent experi-
ments, the BRET1 signal was measured 20 min after agonist
stimulation. For all GPCRs tested, the EC50 values obtained for
the concentration-dependent increase in BRET1 agreed well
with the known affinities of the agonists used for each receptor
(Fig. 2B and Table 1). Themaximal BRET1 signals (BRET1max)
reached varied between 0.05 and 0.13 for the different recep-
tors, with a tendency for class B receptors to promote higher
BRET1max values. Although consistent with the greater pro-
pensity of Class B receptors to interact stably with -arrestin2,
it is difficult to directly interpret this difference, because the
expression levels between receptors may have differed. How-
ever, in experiments where receptor expression levels were
controlled by surface ELISA (using anti-Myc antibodies) for the
class A (MycV2R) and class B (MycV1aR), significantly higher
BRET1max signals were promoted by V2R as compared with
V1aR. This indicates that the greater affinity of -arrestin2 to
interact with class B receptors can be reflected in the BRET-
based -arrestin/AP-2 interaction assay (Fig. 2C and inset).
To confirm that the BRET1 signal observed truly reflects
the association between -arrestin and 2-adaptin, we took
advantage of a mutant form of -arrestin2, -arrestin2-
(R393E,R395E), which is unable to associate with 2-adaptin
but can still undergo recruitment to the agonist-stimulated
receptor (7, 44). For this purpose, HEK293T/2-adaptin-EYFP
cells were co-transfected with the V2R construct and either
-arrestin2-(R393E,R395E)-Rluc or WT -arrestin2-Rluc. As
can be seen in Fig. 3A, AVP promoted a robust increase in
BRET1 between 2-adaptin-EYFP and WT -arrestin2-Rluc
but not -arrestin2-(R393E,R395E)-Rluc. The ability of -ar-
restin2-(R393E,R395E)-Rluc to be recruited to the receptor was
confirmed in independent experiments monitoring the ago-
nist-promoted BRET1 between V2R-EYFP and both WT -ar-
restin2-Rluc and -arrestin2-(R393E,R395E)-Rluc (Fig. 3B).
The detection of similar BRET1 signals for the two -arrestin2
constructs confirmed that the lack of signal between 2-adap-
tin-EYFP and -arrestin2-(R393E,R395E)-Rluc reflected the
loss of association between these two proteins and not an
impairment of -arrestin translocation to the receptor, thus
validating the 2-adaptin-EYFP/-arrestin2-Rluc pair as a spe-
cific biosensor for the receptor promoted -arrestin/AP-2
interaction.
Although -arrestin2 has been studied more extensively
than other non-visual arrestins, -arrestin1 has also been
shown to interact with AP-2 upon activation of certain GPCRs
(7, 10). Thus, we assessed the ability of the BRET-based assay to
FIGURE 2. Kinetics and dose dependence of agonist-promoted interac-
tion between 2-adaptin-EYFP and -arrestin-Rluc. HEK293T/2-adap-
tin-EYFP cells were co-transfected with -arrestin2-Rluc and the indicated
GPCRs. A, real-time BRET1 measurements were taken at regular intervals for
the indicated time period directly after the addition of coelenterazine-h and
receptor specific agonists. B, cellswere stimulatedwith the indicated concen-
trations of the receptor-specific agonists for 20 min at room temperature
followed by BRET1 measurements. For the agonist list, see Table 1. C, cells
were stimulatedwith 100nMAVP for 20min followedbyBRET1measurement.
Inset, total cell surface expression of each receptor was assessed by cell sur-
face ELISA assay using anti-Myc antibody.
FIGURE 3. Agonist-induced interactions of -arrestin2-Rluc and -arres-
tin2-(R393–395E)-Rlucwith2-adaptin-EYFPandV2R-EYFP.A, HEK293T/
2-adaptin-EYFP cells were transiently co-transfected with V2R and either
-arrestin2-Rluc or -arrestin2-(R393–395E)-Rluc. B, HEK293T cells were co-
transfected with V2R-EYFP and either -arrestin2-Rluc or -arrestin2-(R393–
395E)-Rluc. A and B, BRET1 measurements were done after 20-min incubation
with the indicated concentrations of AVP.Data are themean S.E. of three to
five independent experiments.
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detect this interaction on a representative subset of the GPCRs
tested above. As shown in Fig. 4, agonist activation of the V1aR,
2AR, B2R, V2R, and VIP1R resulted in an increase in BRET1
between -arrestin1-Rluc and 2-adaptin-EYFP, confirming
that these receptors can promote the interaction between AP-2
and either -arrestin1 or -2. Interestingly, the extent of signal
generated by -arrestin1 and -arrestin2 was identical when
promoted by the maximal activation of V2R and VIP1R, two
prototypical class B receptors that display identical ability to
interact with the two -arrestins (13). In contrast, maximal
activation of the class A receptors, V1aR and 2AR, led to
weaker signals with -arrestin1 than -arrestin2, consistent
with their reported lower propensity to associate stably with
-arrestin1 (13). For the B2R, although its propensity to co-
localize in endosomes with -arrestin2 (18) suggest a class B
receptor, the weaker signal observed between 2-adaptin-
EYFP and -arrestin1-Rluc as compared with -arrestin2-Rluc
would bemore consistentwith a classA. This hybrid behavior is
consistent with the observation by Simaan et al. (18) that, in
contrastwith prototypical class B receptors, the B2Ronce in the
endosomes can dissociate from -arrestin2 upon removal of
the agonist, allowing the recycling of the receptor to the cell
surface. The direct comparison of the interaction profile
between 2-adaptin and the two -arrestins promoted by dif-
ferent receptors is made possible by the fact that energy donor/
acceptor ratio (Rluc/EYFP) can be maintained constant inde-
pendently of the receptor being expressed. In that respect, the
present assay provides an advantage over the direct monitoring
of -arrestins to the receptor, because the identities of the
BRET partners used are the same, independently of the
receptor being studied. Thus, the -arrestin-Rluc/2-adap-
tin-EYFP BRET assay provides a useful tool to classify
GPCRs according to their profile of interaction with the
-arrestin/AP-2 complex.
Among the receptors tested, only two, ETAR and ETBR,
failed to promote the interaction between either -arrestin2-
Rluc or -arrestin1-Rluc and 2-adaptin-EYFP (Figs. 2A and 4).
No BRET1 signal could be detected even when agonist stimula-
tionwasmaintained for 60min (data not shown). To determine
whether the lack of signal could result from the inability of these
receptors to recruit -arrestin, we used Double-Brilliance--
arrestin (Rluc--arrestin2-EYFP), a biosensor that allowsmon-
itoring of conformational changes of -arrestin2 by intramo-
lecular BRET1 upon translocation to the receptor (42). As can
be seen in Fig. 5A, agonist (ET1) activation of HEK293T cells
co-transfected with ETAR or ETBR and Double-Brilliance--
arrestin induced an increase in intramolecular BRET1, indicat-
ing that these receptors recruited -arrestin2 but failed to pro-
mote interaction between -arrestin and AP-2. In addition,
ET1-promoted translocation of -arrestin2 to the plasma
membrane was observed by fluorescence microscopy in
HEK293T cells transfected with ETAR or ETBR (Fig. 5B). This
is consistent with a previous report indicating that ETAR
recruits-arrestin2 following agonist activation (45). Also con-
sistent with previous observations, ET1 stimulation led to the
endocytosis of both ETAR and ETBR, as evidenced by the
decrease in the receptor cell surface expression detected by
ELISA following agonist treatment (Fig. 5C). Moreover,
involvement of-arrestins in ETARandETBR agonist-induced
internalization could be demonstrated by interferingwith-ar-
restins expression by the use of siRNAs targeting -arrestin1
and -arrestin2. Indeed, transfection of these siRNAs, which
led to a significant reduction in both -arrestin1 and -arres-
tin2 levels, significantly blocked ETAR and ETBR agonist-pro-
moted internalization (Fig. 5C). Selective knock-down of -ar-
restin2 led to a similar inhibition of the endocytosis (data not
shown), indicating a predominant role for -arrestin2. Taken
together these data indicate that ETAR and ETBR can be endo-
cytosed by a -arrestin-dependent but AP-2-independent
pathway, suggesting a non-clathrin-mediated endocytosis for
these receptors.
Agonist-independent Association between -Arrestin and
2-Adaptin Reveals Receptor Constitutive Internalization—Re-
cently, mutations leading to constitutive endocytosis in the
absence of ligand stimulation have been described for several
GPCRs (46). Among those, substitution of arginine 137 by a
histidine residuewithin theV2R has been found to promote the
constitutive recruitment of -arrestin to the receptor and the
ensuing endocytosis of the complex (35, 47). To investigate
whether constitutive internalization of GPCRs also involves -ar-
restin/AP-2 interaction, we performed BRET1 experiments on
HEK293T/2-adaptin-EYFP cells transiently co-transfected with
-arrestin2-Rluc and either the wild-type or a constitutively
internalizing V2Rmutant, V2R(R137H). In the absence of ago-
nist stimulation, V2R(R137H) promoted a slightly higher basal
BRET1 signal between -arrestin2-Rluc and 2-adaptin-EYFP
than the wild-type V2R, and this, despite a lower cell surface
expression, is consistent with its constitutive endocytosis (Fig.
6). Co-expression of the dominant negativemutant of dynamin
I, dynI(K44A), that prevents the pinching off of endocytic ves-
icles from the plasmamembrane further revealed the difference
in BRET1 signal promoted by V2R(R137H) versusWT (Fig. 6).
FIGURE 4. Agonist-induced interactions of -arrestin2-Rluc and -arres-
tin1-Rluc with 2-adaptin-EYFP. HEK293T/2-adaptin-EYFP cells were co-
transfectedwith either-arrestin1-Rluc or-arrestin2-Rluc and the indicated
GPCRs. BRET1 measurements were done after 20-min incubationwith 100 nM
receptor-specific agonists. Data are themean S.E. of three to five independ-
ent experiments. Statistical significance of the difference was assessed using
paired Student’s t test. ***, p	 0.0001; **, p	 0.005.
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The increase in the V2R(R137H)-promoted BRET1 observed in
the presence of dynI(K44A) most likely results from the accu-
mulation of the receptor in the clath-
rin-coated pits at the cell surface (as
illustrated by the increase in cell sur-
face receptor detected by ELISA, Fig.
6, inset)where theconstitutive forma-
tion of the V2R(R137H)/-arrestin2/
AP-2complexcanbedetected.This is
consistent with the role of dynamin
that promotes severing of the clath-
rin-coated pits but is not involved
in the assembly of the early endo-
cytic machinery. The observation,
that the BRET1 signal promoted by
V2R(R137H) in the presence of
dynI(K44A) is of the same magni-
tude as that observed following ago-
nist activation of the wild-type
receptor by AVP, suggests that the
R137H mutation can promote the
formation of the receptor/-arres-
tin/AP-2 complex as efficiently as
the activated wild-type receptor.
Taken together, these results con-
firm that constitutive endocytosis of
V2R(R137H) and agonist-promoted
internalization of the wild-type
receptor involve the same initial
steps of the clathrin-dependent
pathway involving the interaction
between -arrestin and AP-2.
Receptor Activity-independent
Recruitment of -Arrestin2 Pro-
motes Interaction between -Arres-
tin2 and AP-2—Because it was pre-
viously shown that agonist
stimulation of the 1A-adrenergic
receptor (48) could directly pro-
mote the recruitment of AP-2
(through its subunit) to the recep-
tor, one could envisage that the
interaction between -arrestin and
AP-2 could follow their independ-
ent recruitment to the activated
receptor. Alternatively, the interac-
tion between -arrestin and AP-2
may reflect a direct recruitment of
AP-2 to -arrestin following the
translocation of -arrestin to the
receptor. To distinguish between
these two possibilities, we assessed
whether the recruitment of -arres-
tin to the receptor, independently of
agonist-promoted receptor activa-
tion, is sufficient to promote the
interaction between -arrestin and
AP-2. For this purpose, we took
advantage of a cyclophilin-based approach developed on the
ability of a synthetic bivalent heterodimerizer compound,
FIGURE 5. Agonist-induced -arrestin2 recruitment to ETAR and ETBR and receptor internalization. A,
HEK293T cellswere co-transfectedwith ETARor ETBRandRluc--arrestin2-EYFP (Double-Brilliance), andBRET1was
measured after 20 min of agonist (ET1, 10 nM) or vehicle treatment (Ctrl). B, HEK293T cells were transfected with
-arrestin2-GFP and either ETAR or ETBR and treated with 10 nM of ET1 for the indicated time period. -Arrestin2-
GFPtranslocationtotheplasmamembranewasobservedusingconfocal fluorescencemicroscopy.C,HEK293Tcells
were transfectedwithHA-ETARor FLAG-ETBRandeither a control siRNA (Ctrl) or a siRNA targetingboth-arrestin1
and -arrestin2 (siRNA--arrestins). Surface expression of each receptor was assessed by ELISA, in the absence or
presence of 10 nM ET1, using anti-Ha (for ETAR) or anti-FLAG (for ETBR) antibodies, and the percentage of agonist-
promoted receptor internalization was determined. The effect of siRNA on -arrestin1 and -arrestin2 expression
levelswasassessedbymeasuringthereductionof luminescenceactivityoriginatingfromlowlevelofco-transfected
-arrestin1-Rluc and -arrestin2-Rluc. Data are the mean S.E. (A and C) of four independent experiments or are
representative (B) of two independent experiments.
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AP-21967, to function as a high affinity adaptor to link the
cyclophilin FRB and FKBP protein domains. The fusion of FRB
to the N terminus of -arrestin2-Rluc and FKBP to the C ter-
minus of V2Rwas previously shown to allow the recruitment of
-arrestin to the receptor upon AP-21967 treatment, in the
absence of AVP. Such agonist-independent -arrestin recruit-
ment did not result in G protein activation but induced the inter-
nalization of the V2R-FKBP (34). Fusions with the cyclophilin
domains were also shown not to affect the functionality of either
-arrestin2 or V2R (34). As shown in Fig. 7, treatment with
AP-21967 induced a concentration-dependent BRET1 between
2-adaptin-EYFPand FRB--arrestin2-Rluc in cells co-express-
ing V2R-FKBP. No such BRET1 was observed in cells express-
ing V2R and -arrestin2-Rluc not fused to FKBP and FRB,
respectively. These data clearly indicate that recruitment of
-arrestin to the receptor, even in the absence of agonist acti-
vation, is sufficient to induce -arrestin/AP-2 association. It
has previously been suggested that the interaction between a
phosphate sensor within-arrestin and the phosphorylated tail
of the receptor contributes to the conformational rearrange-
ments leading to the engagement of AP-2 (7). Given that the
agonist-independent recruitment of -arrestin promoted by
AP-21967 should not promote receptor phosphorylation, our
data suggest that -arrestin conformational rearrangements
promoted by its interaction with the receptor, even in the
absence of the phosphorylation, may be sufficient to trigger the
interaction between -arrestin and AP-2.
Association Kinetics between V2R/-Arrestin2 versus -Ar-
restin2/2-Adaptin as Measured by Combining BRET1 and
BRET2—From the above discussion, one would predict that
-arrestin translocation to the receptorwould precede-arres-
tin/AP-2 interaction. To directly test this prediction, we took
advantage of the availability of two different coelenterazine
substrates whose oxidation by Rluc results in resolved light
emission spectra, allowing differential energy transfer to two
different derivatives of GFP (49). Oxidation of DeepBlueC by
Rluc (used in BRET2) results in a maximal light emission at 400
nm, thus allowing efficient energy
transfer to GFP variants such as
GFP2 or Tsapphire, whose maxi-
mum excitation wavelengths are
400 nm, but permits only mar-
ginal energy transfer to EYFP (max-
imum excitation wavelength: 511
nm). Conversely, Rluc-catalyzed
oxidation of coelenterazine-h (used
in BRET1), which emits light with a
peak emission at 480 nm, allows
energy transfer to EYFP but fails to
excite Tsapphire. Therefore, it is
possible to combine BRET1 and
BRET2 in the same cells to follow
two different protein-protein inter-




Rluc were stimulated with AVP.
BRET1 and BRET2 were then used to monitor kinetics of inter-
action for the -arrestin2-Rluc/2-adaptin-EYFP and -arres-
tin2-Rluc/V2R-Tsapphire pairs, respectively. As shown in Fig.
8, the apparent association of -arrestin2 to the receptor (t1⁄2:
4.2 min) is faster than its interaction with AP-2 (t1⁄2: 10 min).
Because association kineticsmay vary with different expression
levels of the studied interactors, we further calculated the asso-
ciation halftimes (t1⁄2) fromBRET1 and BRET2 under conditions
where we varied the expression levels of V2R-Tsapphire in the
presence of fixed levels of -arrestin2-Rluc and 2-adaptin-
EYFP (Table 2). Under all conditions, AVP stimulation resulted
in -arrestin2-Rluc/V2R-Tsapphire association that was in
average 2.5  0.1 times faster than the interaction between
-arrestin2-Rluc and 2-adaptin-EYFP. Taken together, these
results are consistent with the notion that the formation of the
receptor/-arrestin/AP-2 complex is initiated by the recruit-
ment of -arrestin to the receptor, resulting in conformational
changes leading to the association with AP-2.
DISCUSSION
This study was aimed at the development of a live cell
approach that makes possible direct detection of the early
events leading to -arrestin- and clathrin-dependent internal-
ization of GPCRs. For this purpose, we developed a BRET-
based biosensor to monitor the agonist-induced interaction
between -arrestin-Rluc and 2-adaptin-EYFP, a needed step
for the -arrestin-mediated targeting of GPCRs to clathrin-
coated pits for internalization (7, 8, 10).
Out of the 12 different GPCRs tested, only the ETAR and
ETBRwere unable to promote-arrestin associationwithAP-2
upon agonist-stimulated receptor internalization, indicating an
alternative endocytic route for these two receptors. Among the
receptors promoting -arrestin/2-adaptin interactions, those
displaying lower and higher affinity for -arrestins (class A and
B, respectively) could be readily differentiated based on the
strength of the BRET1 signals detected between 2-adaptin-
EYFP and both of -arrestin2-Rluc and -arrestin1-Rluc. The
FIGURE 6. V2R(R137H) promoted interaction between -arrestin2-Rluc and 2-adaptin-EYFP.
HEK293T/2-adaptin-EYFP cells were co-transfected with wild type (WT) or mutant (R137H) V2R and
-arrestin2-Rluc, with or without dynI(K44A). BRET1 was measured in the absence or presence of 100 nM
AVP (20-min treatment at room temperature). Inset: cell surface expressions of Myc-V2R and Myc-
V2R(R137H) were assessed by cell surface ELISA assay using anti-Myc antibody. Data are the mean  S.E.
of three independent experiments. Statistical significance of the difference was assessed using paired
Student’s t test. ***, p 	 0.0001.
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comparison of the kinetics of association of -arrestin with the
receptor and AP-2, made possible by combining BRET1 and
BRET2 in living cells, respectively, indicated that -arrestin
association with the activated receptors precedes and probably
triggers the recruitment of AP-2 to the -arrestin/receptor
complex. Consistent with this notion, the recruitment of
-arrestin to a constitutively internalizing mutant of the
V2R or forcing its binding to the wild-type receptor in the
absence of agonist stimulation (using a cyclophilin-based
approach) was sufficient for promoting the interaction of
AP-2 with the complex.
The list of receptors tested in this study includedGPCRs that
were previously proposed to undergo clathrin-dependent or
-independent pathways. Agonist activation of VIP1R, V2R,
V1aR, B2R, 2AR, CCR5, EP4R, M2R, AT1aR, and C5aR
resulted in an increase in agonist-promoted BRET1 between
-arrestin and 2-adaptin, indicative that internalization of
these receptors occurs via a-arrestin- and clathrin-dependent
pathway. Studies using pharmacological and biochemical
inhibitors previously reported that VIP1R, V2R, V1aR, B2R,
2AR, CCR5, and EP4R undergo clathrin-dependent endocy-
tosis (6, 17, 50–54). However, the internalization route previ-
ously proposed for M2R, AT1aR, and C5aR were more contro-
versial. Indeed, it has been previously reported that the
internalization of the M2R is atypical in being both non-clath-
rin and non-caveolae mediated, because it was not significantly
affected by the co-expression of dominant negative mutants of
-arrestin1 (-arrestin1(V53D)), dynamin (dynI(K44A)), or
the heavy chain of clathrin (Hub) (55, 56). These results were
surprising, considering that treatmentwith hypertonic sucrose,
a classic inhibitor of clathrin-mediated endocytosis (57), was
reported to strongly inhibit M2R internalization (55). Recently,
by monitoring the trafficking of an M2R fused to GFP, it was
reported that the M2R appeared to internalize initially via a
clathrin-independent pathway but then quickly merged with
the clathrin-endocytic pathway at the level of early endosomes
(58). Our BRET1 data clearly support the involvement of the
clathrin pathway in M2R internalization and demonstrate that
the M2R can promote the formation of the -arrestin/AP-2
complex involved in the early steps of clathrin-mediated endo-
cytosis. For the AT1aR and C5aR, dominant negative mutants
of -arrestin1 (-arrestin1(V53D) or -arrestin2-(319–418))
and dynamin (dynI(K44A))were initially reported not to inhibit
receptor internalization (59, 60). However, later studies showed
that the internalization of both AT1aR and C5aR can be inhib-
ited by dominant negative mutants of both dynamin and -ar-
restins (51, 61, 62). The results obtained in the present study
using the direct BRET1-based monitoring of the -arrestin/
AP-2 interaction are consistent with the latter studies, indicat-
ing thatAT1aR andC5aR canundergo-arrestin- and clathrin-
mediated endocytosis.
Taken together, the conflicting results obtained in some
studies illustrate the difficulties of interpretations associated
with the exclusive use of dominant negative mutants to define
the endocytic route used by specific receptors. The expression
level of the mutant used and the endogenous levels of the pro-
teins involved in the pathway are among the factors that can
explain the contradictory results obtained. In this context, the
BRET-based assays, directly monitoring the interactions
between components of specific endocytic pathway, offer sev-
eral advantages. For instance, the behavior of each receptor can
be examined in an identical cellular background where the
expression level of the components assayed can be selected and
monitored in the course of the assay bymeasuring fluorescence
and luminescence levels. Also, the biosensor system used to
monitor the endocytic process is kept constant, independently
FIGURE 7. AP-21967-induced interaction between -arrestin2-Rluc and
2-adaptin-EYFP in the absence of receptor activation. HEK293T/2-
adaptin-EYFP cells were co-transfected with either FRB--arrestin2-Rluc and
V2R-FKBP or with-arrestin2 and V2R. BRET1 measurements were performed
20min following the addition of increasing concentrations of AP-21967. Data
are the mean S.E. of three independent experiments.
FIGURE 8. Simultaneous detection of agonist-promoted interactions
between -arrestin2-Rluc and both V2R-Tsaphire and 2-adaptin-EYFP
by combining BRET1 and BRET2. HEK293T/2-adaptin-EYFP cells, co-trans-
fectedwith-arrestin2-Rluc andV2R-Tsapphire, were stimulatedwith 100 nM
AVP or vehicle alone in the presence of coelenterazine-h (BRET1) or Deep-
BlueC (BRET2), and the kinetics of the agonist-promoted BRET signals were
measured. BRET values presented are the percentage of maximum response
obtained fromcells expressing thehighest tested concentration of V2R-Tsap-
phire (2931 81 fluorescence units). The BRET1 ratio represents the interac-
tion between2-adaptin-EYFP and-arrestin2-Rluc, whereas the BRET2 ratio
corresponds to the recruitment of -arrestin2-Rluc to V2R-Tsapphire. Appar-
ent t1⁄2 (half-time) of maximal association is indicated. Data are the mean
S.E. of three independent experiments.
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of the receptor studied, allowing direct comparison between
receptors that are not modified. The assay is thus a direct read-
out of the ability of each receptor to engage specific compo-
nents of the endocytic machinery and to evaluate the potential
of the receptor to use specific internalization pathways in a
given cell type.
As discussed above, the detection of receptor promoted BRET1
between -arrestin and 2-adaptin is a clear demonstration that
this receptor can be internalized via clathrin-coated endosomes.
However, a lack of BRET1, although ruling out a -arrestin-medi-
ated clathrin-dependent process, does not exclude the possibility
of a -arrestin-independent/clathrin-dependent or a -arrestin-
mediated/clathrin-independent pathway. -Arrestin-inde-
pendent/clathrin-dependent endocytosis of GPCRs has been
previously suggested for the HCMV-encoded chemokine
US28 and 5-hydroxytryptamine 2A receptors (63, 64). Inter-
estingly, direct interaction between a subunit of AP-2 (2-
adaptin) and both the 1b-adrenergic receptor and the pro-
tease-activated receptor 1 (48, 72) has been documented.
Whether such direct interactions between AP-2 and certain
GPCRs could be responsible for the -arrestin-independent
clathrin-mediated endocytosis remains to be investigated.
ForETARandETBR,ourdata strongly suggesta-arrestin-
dependent but clathrin-independent endocytic pathway.
This is consistent with previous data suggesting an internal-
ization process involving both caveolae and -arrestin for
ETAR (20). In addition to providing additional support to
the hypothesis that -arrestin could be involved in non-
clathrin-mediated endocytosis, these results reinforce the
notion that inhibition of endocytosis by -arrestin dominant
negative mutants cannot be used as a marker of clathrin-de-
pendent internalization.
When considering the -arrestin/clathrin-dependent
pathway, our data are consistent with the notion that the
recruitment of -arrestin to the receptor and the ensuing
conformational changes are needed for the subsequent asso-
ciation with AP-2 leading to clathrin-mediated endocytosis.
In particular, BRET1 and BRET2 clearly indicated that the
-arrestin/AP-2 complexes did not exist in the absence of
receptor activation and that the recruitment of -arrestin to
the receptor precedes the association of 2-adaptin to the
complex. Consistent with this notion, the recruitment of
-arrestin to the V2R using the cyclophilin-based recruit-
ment system was sufficient to promote -arrestin/AP-2
interaction and the consequent endocytosis, suggesting that
GPCR/-arrestin interaction may be the triggering signal for
the recruitment of AP-2 to the complex. However, for ETAR
and ETBR receptors, recruitment of -arrestin was not suf-
ficient for directing these receptors to theAP-2- and clathrin-
dependent endocytic pathway. Thus, it is likely that AP-2
association with -arrestin is determined by specific motifs
or conformational rearrangements that are intrinsic to spe-
cific GPCR/-arrestin complexes.
In addition to allowing detailed analysis of the molecular
events involved in GPCR endocytosis, the BRET-based assay
developed herein provides a robust tool to monitor the acti-
vation of receptors that internalize via the arrestin- and
clathrin-dependent process. Interestingly, the calculated
EC50 values for the agonist-promoted interaction between
-arrestins and 2-adaptin correlated very well with the
agonist affinities reported for GPCR functional assays. The
-arrestin/2-adaptin BRET assay also presents the advan-
tage of being independent of the G protein-coupling prefer-
ence of the receptor (Gi/o-, Gs-, and Gq/11-coupled receptors)
and does not require modification of the receptor, thus offer-
ing a universal functional assay for native GPCRs that inter-
nalize via the -arrestin- and clathrin-mediated pathway.
Finally, the present study opens the way to the development
of similar BRET-based assays directly assessing the interac-
tion between other partners of the endocytic machineries
that will provide useful tools to dissect alternative pathways
for GPCR endocytosis.
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comme accepteur d’énergie avec Staufen-1, une protéine impliquer dans le transport 
d’ARN dans les neurones, fusionné à la Rluc a été utilisé comme donneur d’énergie dans 
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interaction protéine-ARN en cellule viventes ainsi que de confirmer la formation 
d’ologomère de Staufen-1 en complexe avec de l’ARN.  
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ABSTRACT
Transport of mRNA is an efficient mechanism to target proteins to specific regions of a cell. Although it is well documented that
mRNAs are transported in ribonucleoprotein (RNP) complexes, several of the mechanisms involved in complex formation and
localization are poorly understood. Staufen (Stau) 1, a double-stranded RNA-binding protein, is a well accepted marker of
mRNA transport complexes. In this manuscript, we provide evidence that Stau1 self-associates in live cells using
immunoprecipitation and bioluminescence resonance energy transfer (BRET) assays. The double-stranded RNA-binding domains
dsRBD3 and dsRBD4 contributed about half of the signal, suggesting that Stau1 RNA-binding activity is involved in Stau1 self-
association. Protein protein interaction also occurred, via dsRBD5 and dsRBD2, as shown by in vitro pull-down, yeast two-
hybrid, and BRET assays in live cells. Interestingly, Stau1 self-association contributes to the formation of oligomeric complexes
as evidenced by the coexpression of split Renilla luciferase halves covalently linked to Stau1 in a protein complementation assay
(PCA) combined with a BRET assay with Stau1-YFP. Moreover, we showed that these higher-order Stau1-containing complexes
carry RNAs when the RNA stain SYTO 14 was used as the energy acceptor in the PCA/BRET assay. The oligomeric composition
of Stau1-containing complexes and the presence of specific mRNAs have been confirmed by biochemical approaches involving
two successive immunoprecipitations of Stau1-tagged molecules followed by qRT-PCR amplification. Altogether, these results
indicate that Stau1 self-associates in mRNPs via its multiple functional domains that can select mRNAs to be transported and
establish protein protein interaction.
keywords: Staufen; ribonucleoprotein; mRNA transport; mRNA granule; mRNA particle
INTRODUCTION
Cytoplasmic mRNA transport and local translation to de-
fined subcellular domains allow efficient spatial and temporal
restriction of genetic expression (Sossin and DesGroseillers
2006; Rodriguez et al. 2008; Martin and Ephrussi 2009). This
phenomenon is observed in a large variety of cell types and
organisms and has been shown to play an important role in
processes such as learning and memory, synaptic transmis-
sion, axis formation during development, cell motility, and
asymmetric cell division. Evidence supports a model in which
the differential delivery of new mRNAs to subcellular do-
mains occurs in motile ribonucleoprotein (RNP) structures.
A compelling framework was suggested about how mRNA
localization could be achieved in an ordered, multi-step path-
way. It predicted (1) the formation of mRNPs as a functional
complex, (2) the transport of these particles to their desti-
nation via cytoskeletal elements and motor proteins, and (3)
the derepression of translation of the localized mRNAs.
RNA-binding proteins (RBP) become associated with mRNAs
either in the nucleus or during remodeling of the complex in
the cytoplasm, forming a heterogeneous population of trans-
port complexes. While the composition of mRNA transport
complexes begins to be elucidated, less is known about the
role(s) of these various RBPs in the mechanism of transport.
Staufen is a member of the double-stranded RNA-binding
protein (dsRBP) family. It was first described in Drosophila
melanogaster where it is required during development for
the localization of the oskar and bicoid transcripts at the
posterior and anterior poles of the oocytes, respectively (St
Johnston et al. 1991). Staufen was also shown to be required
for translational derepression of osk mRNA once properly
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localized (Kim-Ha et al. 1995; Micklem et al. 2000). In
mammals, two homologous Staufen genes, Stau1 and Stau2,
were identified (DesGroseillers and Lemieux 1996; Buchner
et al. 1999; Kiebler et al. 1999; Marion et al. 1999; Wickham
et al. 1999; Duchaine et al. 2002). Stau1 is a multifunctional
protein involved in different pathways of RNA metabolism.
In neurons, Stau1 is required for the transport and locali-
zation of specific mRNAs to dendrites (Kiebler et al. 1999;
Kanai et al. 2004; Vessey et al. 2008). Disruption of Staufen
blocks transcription-dependent forms of synaptic plasticity/
memory in Drosophila (Dubnau et al. 2003), Aplysia (Liu
et al. 2006), and rodents (Lebeau et al. 2008). In addition to
its role in mRNA transport, Stau1 plays additional roles in
the regulation of post-transcriptional mRNA expression.
When bound to the 39 UTR of mRNAs, Stau1 recruits the
nonsense mediated decay (NMD) factor Upf1 and triggers
degradation of the bound mRNAs (Kim et al. 2005, 2007).
In contrast to the NMD pathway that recognizes and de-
grades mRNAs with a premature termination codon, Stau1-
mediated mRNA decay is not a quality control mechanism
but rather a bona fide mechanism of regulation of gene
expression modulating the stability of natural mRNAs. In
contrast, when bound to the 59 UTR of mRNAs, Stau1
enhances their translational efficiency (Dugre-Brisson et al.
2005).
Stau1 is a modular protein characterized by the presence
of two conserved consensus amino acid sequences that fold
into a domain involved in double-stranded RNA binding
(dsRBD3, dsRBD4) (Marion et al. 1999; Wickham et al.
1999). The abbba structure of this domain in-
teracts with the phosphate backbone of the double helix
RNA in its minor and major grooves (Ryter and Schultz
1998; Ramos et al. 2000). Stau1 also contains two truncated
dsRBDs (dsRBD2, dsRBD5) in which amino acid sequence
conservation is restricted to the C-terminal half of the
consensus (Lunde et al. 2007). These domains are unable to
bind RNA. A tubulin-binding domain (TBD) is located be-
tween dsRBD4 and dsRBD5 and is believed to be involved
in mRNA transport on the cytoskeleton (Wickham et al.
1999). Proteomic and cell biological experiments have
clearly established that Stau1 is a component of ribonu-
cleoprotein complexes in several cell types (Krichevsky and
Kosik 2001; Mallardo et al. 2003; Brendel et al. 2004; Villace
et al. 2004).
Although it is well accepted that Stau1 is a marker of
mRNA transport complexes and a crucial player for mRNA
transport (Kanai et al. 2004; Sossin and DesGroseillers
2006; Vessey et al. 2008), its exact roles within RNPs are still
unclear. It is known that several proteins of the dsRBP family
such as TRBP2, XlrbpA, ADAR2, PACT, and Rnt1p have the
capacity to dimerize through their dsRBDs (Daher et al.
2001; Peters et al. 2001; Valente and Nishikura 2007). For
many of these proteins, structural rearrangements resulting
from homo- and/or heterodimerization are required for
functional activation, and, therefore, dimerization may serve
as a molecular regulator. Therefore, we tested whether Stau1,
in addition to its other roles in mRNA processing, organizes
Stau1-containing mRNPs through self-multimerization. In
this manuscript, we provide evidence that Stau1 self-interacts
in live cells to form multimeric structures and identify the
molecular determinants involved in this property. We further
show that these complexes contain specific RNAs.
RESULTS
Differentially tagged Stau1 are found
in common complexes in vivo
To determine whether Stau1 forms complexes in mamma-
lian cells, we used immunoprecipitation of differentially
tagged Stau1 proteins. HEK293T cells were co-transfected
with plasmids coding for Stau1-HA3 and either poly(A)-
binding protein yellow fluorescent protein (PABP-YFP),
Stau1-YFP, or YFP. Western blot experiments indicated
that transfected proteins were well expressed and that the
levels of expression of Stau1-HA3 and Stau1-YFP were close
to that of endogenous Stau1 (Fig. 1A). Proteins in the cell
extracts were then immunoprecipitated using anti-GFP an-
tibody, and co-immunoprecipitated proteins were analyzed
by Western blotting (Fig. 1A). In these conditions, Stau1-
HA3 was co-immunoprecipitated with Stau1-YFP and to a
lesser extent with PABP-YFP. In contrast, Stau1-HA3 was
not co-immunoprecipitated when co-expressed with YFP.
Interestingly, endogenous Stau155 was also found in the
precipitates, revealing the biological relevance of these in-
teractions. Treatment of the cell extracts with RNase A be-
fore immunoprecipitation did not abolish Stau1/Stau1
interactions but prevented PABP-YFP/Stau1-HA3 interac-
tion. These results show that endogenous and differentially
tagged Stau1 are found in common complexes and that, if
they are bound to RNA, their association is close enough to
be protected from RNase degradation, in contrast to that of
Stau1-PABP.
To determine if Stau1 monomers can self-associate in
these complexes, we used an in vitro pull-down assay.
Bacterially expressed and purified his6-Stau1 and his6-NEP,
used as negative controls, were loaded on Ni-NTA columns.
In vitro synthesized 35S-labeled Stau1 was loaded on the his6-
Stau1 and his6-NEP columns. After several washing steps,
his6-Stau1 and his6-NEP were eluted from the columns, and
the co-eluted 35S-labeled Stau1 was detected by SDS-PAGE
and autoradiography (Fig. 1B). Whereas 35S-labeled Stau1
was retained on the his6-Stau1 column, it was absent from
the his6-NEP column, showing that Stau1 interacts with itself
in this assay. The Stau1–Stau1 interaction experiment was
done in the presence of RNase A (50 mg/mL). In these
conditions, 35S-labeled Stau1 still interacted with his6-Stau1.
These results indicate that Stau1 has the capacity to dimerize
if not oligomerize and that protein–protein interactions
contribute at least in part to Stau1 self-interaction.
Martel et al.
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Stau1 self-associates in live cells
Our results indicate that several Stau1 monomers are found
in common complexes in vivo and that direct interaction
may contribute to complex formation. In order to confirm
the proximity (or interaction) of Stau1 molecules within
mRNPs in live cells, bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) assays were used (Fig. 2A). In this tech-
nique, one candidate interacting protein is fused to Renilla
luciferase, a luminescent energy donor, and the other to
YFP, a fluorescent energy acceptor. The two fusion proteins
are then co-expressed in the same cells. If the two proteins
interact, their close proximity allows nonradiative energy
transfer (BRET) between the luciferase and the YFP. BRET
does not occur if the two proteins are separated by >100 A˚,
making the technique ideal for monitoring protein–protein
interactions in biological systems. Therefore, Rluc and YFP
were fused at the C terminus of Stau1. Fixed amounts of
Stau1-Rluc were transfected in combination with increasing
amounts of Stau1-YFP (Fig. 2B), PABP-YFP, or YFP to
generate BRET saturation curves (Fig. 2C). Co-expression of
Stau1-Rluc and Stau1-YFP produced a strong BRET signal
FIGURE 1. Differentially tagged Stau1s are found in common com
plexes. (A) HEK293T cells were mock transfected or co transfected
with Stau1 HA3 expressor and either YFP, PABP YFP, or Stau1 YFP
expressors in the absence or presence of RNase A as indicated. An al
iquot of the proteins in the cell extracts was separated by SDS PAGE
(left panels, ‘‘Input’’) and the remaining extracts were immunoprecip
itated using anti GFP antibody (right panels, ‘‘IP GFP’’). Proteins were
analyzed by Western blotting using anti Stau1, anti GFP, and anti HA
antibodies, as indicated. Anti b actin antibody was used as a loading
control. Molecular weight markers are indicated on the left side of the
gels. As control for RNase A digestion, total RNAs were isolated and
separated on agarose gel. Ribosomal RNAs (rRNA) were detected by
ethidium bromide staining. (B) Bacterially expressed his6 Stau1 or his6
NEP (as control) fusion proteins were fixed on a Ni NTA column and
extensively washed. In vitro synthesized 35S Stau1 was loaded onto the
columns. Columns were washed and then his6 Stau1 and his6 NEP
were eluted and collected in three successively fractions (lanes 1 3). The
co eluted 35S Stau1 protein was separated by SDS PAGE and visualized
by autoradiography. In parallel, his6 Stau1 and
35S Stau1 preparations
were treated with RNase A before loading onto the columns. An aliquot
of 35S Stau1 was also loaded on the gel (lane, ‘‘Load’’) to control for its
synthesis and size.
FIGURE 2. Stau1 self associates in live cells as measured by BRET.
(A) Schematic representation of the BRET assay. (Black and gray
boxes) Double stranded RNA binding domains with major (dsRBD3)
and minor (dsRBD4) dsRNA binding activity, respectively; (white
boxes) domains with no demonstrated RNA binding activity (dsRBD2
and dsRBD5); (hatched boxes) tubulin binding domain (TBD). (Sun)
Rluc, (cylinder) YFP. (B,C) Plasmids coding for Stau1 Rluc were co
transfected in HEK293T cells with various amounts of Stau1 YFP,
PABP, or YFP expressors. (B) Expression of Stau1 Rluc and Stau1 YFP
proteins using Western blotting with anti Stau1 antibody. b actin
antibody was used as a loading control. (C) BRET saturation curves
were generated to provide evidence of specific interactions between the
proteins in live cells. BRET ratios were defined as described in the
Materials and Methods and plotted as a function of the excited YFP
activity to total Renilla luciferase activity ratio. (Left) Comparison of
BRET saturation curves when Stau1 Rluc was co expressed with Stau1
YFP, PABP YFP, or YFP. Error bars correspond to standard deviation.
(Right) GABAB receptor 2 Rluc and GABAB receptor 1 YFP, two
proteins known to form strong functional dimer, were used as a BRET
positive control. (D) HEK293T cells were co transfected with Stau1
Rluc and either Stau1 YFP or PABP YFP expressors as described in B.
Cells were lysed and cell extracts were incubated in the presence or
absence of RNase A for 15 min at room temperature. BRET ratios
at saturation in the presence (+) or absence () of RNase are shown.
n = 3. Error bars correspond to standard deviation.
Staufen1 organizes ribonucleoprotein complexes
www.rnajournal.org 3
Cold Spring Harbor Laboratory Press on January 26, 2010  Published by rnajournal.cshlp.orgDownloaded from 
in live cells comparable to that of proteins known to form
obligatory dimers (Fig. 2C, GABAB receptors), suggesting
a close proximity between these two proteins. In contrast,
Stau1-Rluc only produced a negligible BRET signal when co-
expressed with PABP-YFP or YFP, confirming the specificity
of the Stau1-Rluc/Stau1-YFP BRET signal and suggesting
that the binding of two RNA-binding proteins on RNA
molecules is not sufficient to induce a strong BRET signal.
The BRET assay was then performed with cell extracts, al-
lowing us to determine whether the interaction is sensitive to
RNase treatment or not. Cells were lysed and the resulting
cell extracts were incubated in the presence or absence of
RNase A for 15 min at room temperature before fluores-
cence measurement. There was no significant difference
in Stau1-Rluc/Stau1-YFP BRET signals between RNase
A-treated and untreated extracts (Fig. 2D).
RNA-binding activity contributes to Stau1
self-association in live cells
Although Stau1 self-association is resistant to RNase treat-
ment and can occur with purified proteins in vitro, it is
possible that an RNA molecule may be required during an
initial step that triggers Stau1 self-association or that a linker
RNA is protected from RNase A degradation by bound
Stau1 molecules. To determine whether Stau1 RNA-binding
activity is involved in Stau1 self-association, RNA-binding-
defective Stau1 mutants were fused to YFP and used in the
BRET assay described above to determine their ability to in-
teract with the wild-type Stau1-Rluc. Mutations were in-
troduced in Stau1 dsRBD3, a domain shown to carry the
major Stau1 RNA-binding activity, and in dsRBD4, a do-
main carrying a weak RNA-binding activity in vitro (Fig.
3A; Wickham et al. 1999). Four mutants were generated by
either deletion of the complete dsRBD3 (Stau1D3-YFP) or
dsRBD4 (Stau1D4-YFP) or through point mutations in
amino acids required for RNA binding in dsRBD3
(Stau1KK-YFP) or in both dsRBD3 and dsRBD4 (Stau14K-
YFP). In these mutants, lysines 153 and 154 in dsRBD3 and
lysines 256 and 257 in dsRBD4 were mutated to alanines.
HEK293T cells were co-transfected with plasmids coding
for Stau1-Rluc and either one of the mutated fusion
proteins (Fig. 3B). BRET signals were calculated in live cells
24 h post-transfection. Following expression of mutants in
dsRBD3 alone (Stau1KK and Stau1D3), the BRET ratio was
weakly affected, being only reduced by z20% (77% 6 10%
and 77.5 6 0.9%, respectively) as compared with the BRET
activity generated with the wild-type Stau1-YFP (Fig. 3C).
When mutations were introduced in both dsRBD3 and
dsRBD4 (Stau14K), the BRET ratio was further reduced to
51.8% (6 0.4%) of the one obtained with Stau1-YFP. These
results indicate that Stau1 RNA-binding activity contributes
to Stau1 self-association and may be required to select
mRNAs in Stau1-containing mRNPs and/or help to initiate
or stabilize protein–protein interaction. Nevertheless, protein–
protein interaction seems to also contribute to Stau1 self-
association in live cells.
Characterization of the protein–protein determinants
required for Stau1 self-association
To identify the molecular determinants involved in protein
interaction, we first expressed different combinations of wild-
type and Stau1 deletion mutants (Fig. 4A,B) fused to either
Rluc or YFP and measured their BRET activity in live cells
(Fig. 4C–E). When co-expressed with wild-type Stau1,
Stau1D2 or Stau1D5 expression reduced the BRET activity
by z20% and 50%, respectively, as compared with that
obtained with wild-type Stau1 (Fig. 4C). These results suggest
that dsRBD5 and dsRBD2 are major and minor determinants
involved in the protein–protein aspect of Stau1 self-associ-
ation, respectively. To further characterize these interactions,
we then calculated BRET activity following co-expression
of these two fusion proteins: Stau1D5-Rluc/Stau1D2-YFP,
FIGURE 3. Stau1 RNA binding activity is involved in complex
formation. (A) Schematic representation of Stau1 mutants. Symbols
are described in the legend for Figure 2. (Stau1KK) Mutations K153A
and K154A in dsRBD3; (Stau14K mutant) mutations K153A and
K154A in dsRBD3 and K256A and K257A in dsRBD4. (B) Plasmids
coding for Stau1 YFP and Stau1 YFP mutants were transfected in
HEK293T cells and protein expression was monitored by Western
blotting using anti GFP antibody. Anti b actin antibody was used as
loading control. Numbers above each lane correspond to those in A.
(C) HEK293T cells were co transfected with Stau1 Rluc and either
Stau1 YFP, Stau1D3 YFP, StaulD4 YFP, Stau14K YFP, or Stau1KK YFP
expressors. BRET ratios of wild type Stau1 and RNA binding defective
Stau1 mutants were calculated as in Figure 2, and relative BRET ratios
were generated with the Stau1 Rluc/Stau1 YFP BRET ratio arbitrarily
fixed to 1. n = 3. Error bars correspond to standard deviation.
Martel et al.
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Stau1D2-Rluc/Stau1D2-YFP, Stau1D5-Rluc/Stau1D5-YFP, and
Stau1D2-Rluc/Stau1D5-YFP. As shown in Figure 4D, co-
expression of Stau1D5-Rluc and Stau1D5-YFP showed
a BRET activity that was reduced to 51.3% (6 0.1%),
consistent with a significant role of dsRBD5 in Stau1
association. In contrast, co-expression of Stau1D2-Rluc
and Stau1D2-YFP generated a BRET signal that was similar
to that obtained with Stau1-Rluc and Stau1-YFP. Finally,
BRET signals generated by the co-expression of the Stau1D5-
Rluc/Stau1D2-YFP or Stau1D2-Rluc/Stau1D5-YFP pairs were
highly reduced, being only z25% (32.8% 6 0.2% and
24.3% 6 0.4%, respectively) of the BRET activity generated
by the Stau1 wild-type pair (Fig. 4D). Consistently, a Stau1
mutant that carried only the dsRBD4 and tubulin-binding
domains (RBD4/TBD) did not generate BRET signal when
expressed with wild-type Stau1 (Fig. 4E). Altogether, these
results indicate that dsRBD5 is clearly involved in Stau1 self-
interaction in live cells, whereas the role of dsRBD2 is less
clear.
To confirm that dsRBD5 and dsRBD2 are the molecular
determinants involved in Stau1–Stau1 protein interaction,
the yeast two-hybrid system was used. The full-length Stau1
protein was fused to the B42 transcription activator, whereas
each of the four dsRBDs of Stau1 and the tubulin-binding
domain (TBD) were individually fused to the LexA DNA-
binding domain. After selection for the presence of both
plasmids in the yeast strains, cells were plated on a Ura,
His, Trp, Leu medium with galactose and X-Gal. Our
results showed that only yeast cells expressing the dsRBD2-
and dsRBD5-LexA fusion proteins grew on the selective
medium and produced b-galactosidase activity (Fig. 4F).
Therefore, both dsRBD2 and dsRBD5 can interact with the
full-length Stau1 protein in this assay.
Subcellular distribution of Stau1 and Stau1 mutants
To determine whether the differential BRET responses
obtained with the Stau1 mutants may be explained by
major defects in the subcellular distribution of these pro-
teins, Stau1-YFP and Stau1-YFP mutants were expressed in
COS-7 cells and their subcellular distribution was observed
by fluorescence microscopy. HEK293T cells were not used
in this assay because of the small size of their cytoplasm. As
previously shown (Marion et al. 1999; Wickham et al.
1999), Stau1-YFP showed a granular distribution in the
cytoplasm and nuclear exclusion. Stau1D5-YFP, a mutant
that produced weak BRET signals (Fig. 4), had a subcellular
distribution similar to that of Stau1-YFP (Fig. 5). As
compared with Stau1-YFP, Stau1KK-YFP showed an addi-
tional weak nucleolar distribution, and mutants in the
RNA-binding domains dsRBD3 and dsRBD4 showed cyto-
solic granules that are slightly bigger than those observed
with Stau1-YFP. However, this cannot explain the difference
in the BRET response of Stau14K-YFP as compared with the
others (Fig. 3C). The distribution of 4/TBD-YFP was ran-
dom and similar to that of YFP alone as previously de-
scribed (Luo et al. 2002).
Stau1 forms oligomers in live cells
Knowing that Stau1 is present in large mRNP complexes,
we assessed the capacity of Stau1 to form higher order
FIGURE 4. Characterization of Stau1 protein protein interaction in
live cells. (A) Schematic representation of Stau1 and mutants.
Symbols are described in the legend of Figure 2. (B) Plasmids coding
for Stau1 YFP and Stau1 YFP mutants were transfected in HEK293T
cells and protein expression was monitored by Western blotting using
anti GFP antibody. Anti b actin antibody was used as loading
control. Numbers above each lane correspond to those in A. (C E)
Cells were co transfected with different combinations of Stau1 and
Stau1 deletion mutants fused to either Rluc or YFP as indicated. BRET
ratios were calculated as in Figure 2, and relative BRET ratios were
generated with the Stau1 Rluc/Stau1 YFP BRET ratio arbitrarily fixed
to 1. n = 3. Error bars correspond to standard deviation. (F) Yeast
cells were co transformed with a plasmid coding for Stau1 B42 and
different expressors of Stau1 domains fused to LexA, as indicated.
Cells were screened for growth on selective medium and b galacto
sidase expression. Stau1 B42 interacts (+) with Stau1 dsRBD2 and
dsRBD5 but not () with dsRBD3, dsRBD4, or TBD fused to LexA in
a two hybrid assay.
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structures in live cells. To this end, we combined protein
complementation (PCA) and BRET assays (Fig. 6A). For the
PCA assay, Rluc is cut into two nonfunctional halves (RlucF1
and RlucF2). Each half of the split luciferase protein cannot
by itself generate light when expressed in cells. However,
their fusion to proteins that interact via protein–protein
interactions allows the reconstitution of a functional lucif-
erase and light emission. Therefore, the N-terminal half
(Stau1-RlucF1) and the C-terminal half (Stau1-RlucF2) of
a split Rluc protein were fused at the C terminus of Stau1.
Consistent with the BRET assay, co-expression of Stau1-
RlucF1 and Stau1-RlucF2 reconstituted a functional luciferase
that produced light (8293 6 1341 arbitrary units [AU]) via
Stau1–Stau1 interaction, whereas expression of either fusion
protein alone did not (580 6 87 and 529 6 41 AU,
respectively). Then, to determine whether additional Stau1
molecules can interact with this complex in live cells, the
PCA assay with Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2 was repeated
in the presence of an increasing concentration of Stau1-YFP
for BRET measurement. If Stau1 induces the formation
of large complexes, a complete Stau1-Stau1-Rluc will be
reconstituted and will transfer energy to the Stau1-YFP that
will be present in the same complex. As shown in Figure 6B,
co-expression of Stau1-RlucF1, Stau1-RlucF2, and Stau1-YFP
produced a strong BRET saturation curve, suggesting that at
least three Stau1 molecules associate in these complexes.
These interactions between Stau1 molecules were resistant to
RNase treatment (Fig. 6C), consistent with results shown in
Figure 2D. In contrast, Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2 did
not produce BRET activity when co-expressed with YFP or
PABP-YFP (Fig. 6B). Other controls were done with CXCR4,
a protein that does not interact with Stau1. Stau1-RlucF1 and
CXCR4-RlucF2 as well as Stau1-RlucF2 and CXCR4-RlucF1
did not produce significant luciferase activity when co-
expressed (533 6 59 and 613 6 19 AU, respectively);
CXCR4-RlucF1 and CXCR4-RlucF2, two proteins known to
interact in live cells (Hamdan et al. 2006), did not transfer
energy to Stau1-YFP in the BRET assay (data not shown).
Stau1-containing oligomeric complexes contain RNAs
To determine whether Stau1-containing oligomeric com-
plexes contain RNAs, we modified the live cells assay that
combined PCA and BRET to detect RNA–protein interac-
tion (Fig. 7A). In this assay, Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2
were co-expressed to reconstitute luciferase activity while
SYTO 14, a dye that stains RNA, was used as the energy
acceptor. If Stau1-containing oligomers associate with RNA,
BRET signal will be generated as a consequence of the close
proximity between the reconstituted Rluc and SYTO 14. As
shown in Figure 7B, expression of both Stau1-Rluc and the
split Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2 generated BRET signals
when RNA was stained with SYTO 14, indicating that RNAs
are present in the Stau1-containing complex. In contrast,
Rluc activity resulting from interaction of the split protein
kinase A (PKA) regulatory subunit-RlucF1 and PKA catalytic
subunit-RlucF2 did not induce BRET signal in the presence
of SYTO 14. Whereas luciferase activity generated by inter-
action of the split Rluc fusion proteins was not impaired by
RNase treatment (data not shown; Fig. 6C), the observed
Stau1-Stau1-Rluc/SYTO 14 BRET signal was sensitive to
RNase treatment, indicating that Stau1-containing com-
plexes indeed contain RNAs (Fig. 7C).
To confirm the formation of RNA-containing Stau1-
oligomers, a biochemical approach involving two successive
immunoprecipitation steps was used. HEK293T cells were
transfected with plasmids coding for Stau1-HA3 and either
YFP, Stau1-YFP, and/or Stau1-Flag (Fig. 8A). The level of
expression of these proteins was evaluated by Western blot-
ting. First, Stau1-containing complexes were immunopre-
cipitated with anti-Flag antibodies and eluted with the Flag
peptide. The resulting complexes contained Stau1-HA3 and
Stau1-YFP when co-expressed. Then, Stau1-Flag-containing
complexes were re-immunoprecipitated using anti-GFP an-
tibody. The resulting pellet also contained Stau1-HA3 and
Stau1-Flag, indicating that the three tagged-Stau1 proteins
were present in the same complexes. As controls, other com-
binations of transfected Stau1-tagged molecules lacking either
Stau1-Flag or Stau1-GFP did not bring down Stau1-HA3.
To determine whether the Stau1-containing oligomeric
complexes contain RNAs, immunoprecipitates obtained
from the successive-IPs were treated with TRIzol reagent
to isolate putative RNAs, and the resulting material was
analyzed by qRT-PCR. Arf1 and PAICS mRNAs, two known
Stau1-bound mRNAs (Kim et al. 2005), were specifically
amplified from samples of the two successive IPs and were
FIGURE 5. Subcellular distribution of Stau1 and Stau1 mutants.
COS 7 cells were transfected with plasmids coding for Stau1 YFP or
Stau1 YFP mutants as indicated. YFP expression was observed 24 h
later by fluorescence microscopy. Both differential interference con
trast microscopy (DIC) and the YFP constructs are shown.
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absent from other control IPs (Fig. 8B). To discriminate
between specific Stau1-mRNA association and nonphysio-
logical aggregates of mRNPs, we calculated the ratio between
the amount of Arf1 and PAICS mRNAs in the successive
immunoprecipitates and their amount in the cells before IPs
(IP/input). As a control for specificity, we also calculated the
ratio of an abundant non-Stau1-interacting mRNA coding
for the ribosomal protein RPL22. When the ratio obtained
for RPL22 mRNA was arbitrarily normalized to 1, an en-
richment ranging from 13- to 20-fold was observed for Arf1
mRNA and from 32- to 43-fold for PAICS mRNA. Alto-
gether, these results indicate that Arf1 and PAICS mRNAs
are highly enriched in the multimeric complexes as com-
pared with non-Stau1-interacting controls.
DISCUSSION
Many proteins self-associate to generate dimers and/or
oligomers, and this structural reorganization is essential
to control their function, structure, and/or regulation
(Marianayagam et al. 2004). Enzymatic regulation, cell
signaling, DNA binding, and regulation of gene expression
are a few examples among all the molecular activities that
are regulated by protein self-interaction. Especially, pro-
teins of the dsRBP family such as PKR, TRBP2, XlrbpA,
ADAR2, PACT, and Rnt1p are known to form homo- and/or
heterodimers (Lamontagne et al. 2000;
Daher et al. 2001; Peters et al. 2001;
Hitti et al. 2004; Lemaire et al. 2005;
Valente and Nishikura 2007). The struc-
tural rearrangement resulting from
dimerization is required for their func-
tional activation, and therefore dimer-
ization serves as a molecular regulator
(Daher et al. 2001; Peters et al. 2001;
Valente and Nishikura 2007). In this
study, we show that Stau1, like other
members of the dsRBP family, self-
associates. Using novel approaches in
live cells, we further showed that Stau1
generates multimeric complexes through
both RNA-binding activity and protein–
protein self-interaction and that these
complexes contain specific RNAs. Our
results suggest that Stau1 has the po-
tential to act as a scaffolding protein
that organizes mRNAs into functional
mRNPs.
Molecular determinants for mRNP
formation
Our BRET assays indicate that Stau1
RNA-binding activity or intact dsRBD3
and dsRBD4 contributes for z50% of
the Stau1 self-association (Fig. 3). Several biochemical
studies (Nanduri et al. 2000) as well as NMR and crys-
tallographic structures of bacterially expressed dsRBDs
(Bycroft et al. 1995; Kharrat et al. 1995; Ryter and Schultz
1998; Nanduri et al. 2000; Ramos et al. 2000) indicate that
RNA-binding competent dsRBDs behave as monomeric
forms. Therefore, it is likely that the contribution of these
domains to Stau1 self-interaction depends on their capa-
bility to bind RNA and not on putative protein–protein
interaction. In addition, our observation that protein
interactions occur via other domains that do not bind
RNAs in vitro (Wickham et al. 1999) supports a model in
which dsRBD3 and dsRBD4 are free to interact with
mRNAs. Stau1 RNA-binding activity may then be used to
recognize and select mRNAs to be included in mRNPs.
Subsequently, it may facilitate the association of Stau1
monomers on a dsRNA structure and then facilitate the
recognition, formation, and/or maintenance of protein–
protein interaction mediated by dsRBD5 and dsRBD2.
The RNA-binding activity is nevertheless not essential
for subsequent protein–protein interaction. Indeed, z50%
of the BRET activity is still detectable when RNA-binding
deficient Stau1 mutants are expressed in vivo (Fig. 3). Ac-
cordingly, Stau1 self-association can be detected in vitro
using purified proteins in the presence of RNase (Fig. 1B),
revealing the intrinsic property of Stau1 to self-associate.
FIGURE 6. Stau1 forms oligomers in live cells. (A) Schematic representation of the BRET PCA
assay. Stau1 was fused to either the N terminal (RlucF1) or the C terminal (RlucF2) of Rluc.
Formation of Stau1 dimers will bring together the two Rluc halves through protein complemen
tation (PCA) and reconstitute a functional luciferase. This enzyme will transfer energy and
generate BRET signal if Stau1 YFP is also present in close proximity, suggesting the formation of
oligomers. (B) HEK293T cells were co transfected with constant amounts of plasmids coding for
Stau1 RlucF1 and Stau1 RlucF2 and increasing amounts of plasmids coding for either Stau1 YFP,
PABP YFP, or YFP. The saturation curves provide evidence of specific interactions between at least
three Stau1 proteins in live cells. BRET ratios were calculated as in Figure 2. Error bars correspond
to standard deviation. (C) Plasmids were transfected as in B. Cells were lysed and cell extracts were
treated with RNase (+RNase) or the buffer alone (RNase) before BRET calculation.
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This is consistent with previous studies in which dsRBPs
form dimers through both dsRBDs and other domains not
involved in RNA binding (Lamontagne et al. 2000; Daher
et al. 2001; Peters et al. 2001; Hitti et al. 2004; Valente and
Nishikura 2007). Our results identified dsRBD5 as the major
determinant for protein–protein interaction, contributing
toz50% of the Stau1 self-interaction (Fig. 4C). Homophilic
interaction between dsRBD5s may contribute to stabilize
particle formation on mRNAs. The role of dsRBD2 is less
clear. Although it can interact with Stau1 in the yeast assay
(Fig. 4F), its deletion has no impact on the BRET signal in
live cells (Fig. 4C). Interestingly, heterophilic interactions
between dsRBD5 and the N-terminal end of Stau1 (in-
cluding dsRBD2) were observed in the yeast two-hybrid
assay (data not shown). This observation would permit gen-
erating large multimeric complexes through homo- and
heterophilic interactions between dsRBDs. Moreover, it
opens the additional possibility that Stau1 structure and/or
functions may be regulated by intramolecular interaction
between the N-terminal domain and dsRBD5. A similar
regulatory mechanism has been described for Rnt1p, a mem-
ber of the dsRBP family in yeast, in which an N-terminal
domain established intramolecular interaction with the
C-terminal dsRBD (Lamontagne et al. 2000). Competition
between intramolecular Nter-dsRBD5 interaction and in-
termolecular homophilic binding of dsRBD5 may control
Stau1 self-association and, as a consequence, Stau1 struc-
ture/functions. Alternatively, deletion of dsRBD2 may some-
how destabilize dsRBD3-mediated RNA-binding activity.
FIGURE 7. Stau1 oligomers contain RNA in live cells. (A) Schematic
representation of the PCA BRET assay for protein RNA interaction. As
described in Figure 6, Stau1 RlucF1 and Stau1 RlucF2 were transfected
in HEK293T cells to reconstitute a functional luciferase as a conse
quence of Stau1 Stau1 interaction. Then cells were treated with SYTO
14, a fluorescent dye that stains RNA. Energy transfer can occur from
the reconstituted Rluc to SYTO 14 if in close proximity and generate
BRET signal. (B) BRET ratios at saturation are indicated for each
association between monomeric (Rluc, Stau1 Rluc) or split (Stau1
RlucF1 + Stau1 RlucF2, PKA reg RlucF1 + PKA cat RlucF2) Rluc and
SYTO 14. Error bars are standard deviation. (**) P < 0.01 (ANOVA
and post test Dunnett). (C) Transfected HEK293T cells were lysed and
cell extracts were treated with RNase (+RNase) or the buffer alone (Ctl)
before adding SYTO 14 for the BRET assay. (***) P < 0.001 (t test).
Note that the BRET values are higher in cell extracts than those in live
cells probably due to the better availability of SYTO 14 in cell extracts.
FIGURE 8. Stau1 forms RNA containing higher order complexes.
(A) HEK293T cells were mock transfected or co transfected with
Stau1 HA3 expressor and either YFP, Stau1 YFP, or Stau1 Flag
expressors as indicated. Proteins in the cell extracts were separated
by SDS PAGE (left panels, Input) or successively immunoprecipitated
by first using anti Flag antibody (middle panels, 1st IP: FLAG) and
then using anti GFP antibody (right panels, 2nd IP: GFP). Proteins
were analyzed by Western blotting using anti Stau1, anti Flag, anti
GFP, and anti HA antibodies, as indicated. Anti b actin antibody was
used as a loading control. Molecular weight markers are indicated on
the left side of the gels. (B) Immunoprecipitates obtained after the
second round of immunoprecipitation were treated with TRIzol
reagent to isolate putative Stau1 bound RNAs. RNAs were qRT
PCR amplified using oligonucleotide primers for ARF1 and PAICS
mRNAs, two known Stau1 bound mRNAs (Kim et al. 2005). This
figure is representative of three independent experiments.
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This may not be crucial in the presence of functional dsRBD5
(Fig. 4C,D, Stau1-Stau1D2, Stau1D2-Stau1D2), but it may
explain why Stau1D2 and Stau1D5 only poorly interact in live
cells (Fig. 4D) when dsRBD5-mediated protein–protein in-
teractions are prevented.
Stau1 and the organization of mRNP complexes
The involvement of both Stau1 RNA-binding activity and
protein–protein interaction for Stau1 self-multimerization
suggests that Stau1 may act as an organizer of mRNP for-
mation. In this model, Stau1 recognizes and binds specific
mRNAs to be transported via its RNA-binding domains and
organizes these mRNAs into functional mRNP complexes
through protein–protein interaction involving dsRBD5 and
likely dsRBD2. Interestingly, two of the known Stau1 RNA
substrates are known to form homodimers: bicoidmRNAs in
Drosophila (Ferrandon et al. 1997) and HIV-1 genomic RNA
in humans (Darlix et al. 1990). Therefore, complexes may be
formed through both Stau1 and RNA self-association. This
novel function of Stau1 in complex formation would be
complementary to other known downstream functions of
Stau1 in mRNA transport, translation, and decay. Moreover,
Stau1 was shown to make direct protein–protein interaction
with tubulin (Wickham et al. 1999), ribosomes (Luo et al.
2002; Brendel et al. 2004), the nonsense mediated factor
Upf1 (Kim et al. 2005; Gong et al. 2009), and protein
phosphatase I (Monshausen et al. 2002), proteins known to
be present in Stau1-containing mRNPs. Therefore, not only
Stau1 can organize mRNPs through self-association, it can
also attract additional RNP-associated proteins through
direct interaction. Interestingly, all these interactions were
mapped within the Stau1 TBD domain, a region that is not
involved in RNA binding or Stau1 self-association. There-
fore, Stau1 has the capability to select mRNAs, organize
multimeric mRNA–protein structures, and attract additional
proteins to form functional mRNPs.
Several data in the literature are consistent with this
model. First, Stau1 is known to co-localize with mRNAs in
mRNP complexes (Kiebler et al. 1999; Duchaine et al. 2000;
Monshausen et al. 2001; Mallardo et al. 2003; Kanai et al.
2004; Furic et al. 2008) and directly bind mRNAs through
a specific cis-acting element (Wickham et al. 1999; Kim
et al. 2007), indicating that Stau1 has the capability to select
mRNAs to be transported and form functional mRNPs.
Second, biochemical and proteomic studies have shown
that Stau1 is a component of large complexes that contain
mRNA and protein cofactors (Krichevsky and Kosik 2001;
Mallardo et al. 2003; Brendel et al. 2004; Villace et al. 2004).
Its capacity to bind both mRNAs and specific mRNP-
associated proteins via protein–protein interaction (see
above) will facilitate the coordination between the fate of
Stau1-bound mRNAs and proteins required to fulfill the
functions. Third, relatively few Stau1 molecules were
detected as monomers or dimers (Mallardo et al. 2003),
indicating that Stau1 forms higher-order structures. The
biochemical and BRET/PCA results (Figs. 6–8) that show
the ability of Stau1 to form oligomers in live cells support
this conclusion. Fourth, in situ hybridization using Stau1-
bound mRNA sequences as probes revealed that, as a con-
sequence of Stau1 down-regulation, the amount of granules
containing these specific mRNAs is reduced in dendrites
(Kanai et al. 2004; Vessey et al. 2008). Although these
data can be interpreted as an indication that Stau1 down-
regulation impairs mRNA transport, they may also indicate
that Stau1 down-regulation also impairs mRNPs formation.
Finally, the oligomeric nature of Stau1-containing particles
in dendrites was exemplified in mouse with a loss-of-function
allele for Stau1 (Stau1tm1Apa). Whereas a transport-defective
DStau1-YFP was not properly transported in dendrites
following transfection in hippocampal neurons derived from
Stau1tm1Apa mouse, it was normally transported in neurons
from wild-type mouse (Vessey et al. 2008). This result in-
dicates that wild-type Stau1 can rescue the transport of
DStau1, likely through an interaction that forms functional
mRNPs to be transported in dendrites. A similar mechanism
can be used to control the functions of mRNP complexes.
Of particular interest is Stau1i, a Stau1 isoform that contains
an insertion of six amino acids in dsRBD3 that impairs its
ability to bind RNA and causes the formation of RNA-
binding-defective particles (Duchaine et al. 2000; Monshausen
et al. 2001). Its association with Stau1 in mRNPs modulates
the RNA content of Stau1-containing mRNPs and their
functions.
In conclusion, our results suggest that the formation of
large Stau1-containing mRNP complexes may be initiated by
Stau1 itself through both RNA-binding and homophilic and
heterophilic protein–protein interactions. This mechanism
may represent a first step for the regulation of downstream
Stau1 functions such as mRNA transport and localization
(Kanai et al. 2004), nuclear transit (Martel et al. 2006),
translation regulation (Dugre-Brisson et al. 2005), interac-
tion with the cytoskeleton (Wickham et al. 1999), and Stau1-
mediated mRNA decay (Kim et al. 2005, 2007). Using
sensitive and novel approaches, we were able for the first
time to show that Stau1 dimers and most likely oligomers
are associated with mRNAs. These techniques will contribute
to our understanding of mRNA particle formation and trans-




Goat polyclonal and mouse monoclonal anti GFP antibodies were
obtained from Rockland and Roche Applied Science, respectively.
Mouse monoclonal anti b actin clone AC 74 and mouse mono
clonal anti Flag M2 were obtained from Sigma Aldrich. The
mouse monoclonal anti Stau1 (clone 11C6) and anti HA (clone
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12CA5) antibodies were previously described (Dugre Brisson et al.
2005). Anti mouse and anti goat polyclonal antibodies conjugated
to horseradish peroxidase were obtained from DakoCytomation.
X gal and imidazole were purchased from Bioshop. Western blot
signals were detected using Western Lightning Chemilumines
cence Reagent Plus (PerkinElmer Life Sciences).
cDNA construction
YFP fused Stau1 mutants (Luo et al. 2002), Stau1 Rluc (Chatel
Chaix et al. 2004), Stau1 HA3, Stau1
D2 his6 plasmids (Wickham
et al. 1999), GABABR1 YFP, GABABR2 Rluc (Perroy et al. 2003),
and PKAreg RlucF1 and PKAcatRlucF2 (Stefan et al. 2007) were
previously described. Stau1D2 Rluc and Stau1D5 Rluc were con
structed from Stau1 Rluc by the all around technique. Oligonucle
otides used to generate these constructs are listed in Table 1. The 4K
mutant was constructed from the 2K mutant (Dugre Brisson et al.
2005) by the all around technique (Table 1). The PCR fragment
corresponding to PABP was digested with BamHI and cloned in
pCMV YFP topaz (Packard Bioscience/PerkinElmer LifeSciences).
PCR fragments corresponding to dsRBD2, dsRBD3, dsRBD4,
and dsRBD5 of Stau1 (Table 1) were digested with EcoRI and
XhoI enzymes and cloned into pLexA pre digested with EcoRI
and XhoI. The PCR fragment corresponding to the TBD domain
was digested with MunI and XhoI and cloned into pLexA pre
digested with EcoRI and XhoI. Full length Stau1 was obtained by
PCR amplification (Table 1) and digested with XhoI. This
fragment was cloned into pB42AD pre digested with XhoI.
Recombinant protein production and purification
Bacterially expressed his6 Stau1 and neutral endopeptidase his6
NEP were purified as previously described (Wickham et al. 1999).
Aliquots of the purified proteins were stored at 80°C until use.
Protein concentration was determined by the Bio Rad dye reagent
and BSA as a standard. For the pull down assays, his6 Stau1 and
his6 NEP (as control) were immobilized on a Ni NTA agarose
matrix and in vitro translated 35S labeled Staul was loaded onto
the column. After extensive washings, bound proteins were eluted
with 300 mM imidazole, and three successive elution fractions
were analyzed by SDS PAGE and autoradiography. In parallel, the
in vitro translated 35S Stau1 extract was treated with 20 pg/mL
RNase A for 1 h prior to loading.
Yeast two-hybrid assay
The EGY48 strain was transformed with the pLexA or pB42
plasmids containing the Stau1 fragments of interest. Yeast cells
were grown in either synthetic growth media lacking the nutrients
indicated or rich media.
TABLE 1. Primers used for PCR amplification
Domain Orientation Restriction Sequence
Stau1D2 Rluc Sense 59 GAGGTGAATGGAAGAGAATCCGAA 39
Antisense 59 CATAAGCTTGATATCCTGCAGACG 39
Stau1D5 Rluc Sense 59 ATCCCACCGGCTAGAGCCACC 39
Antisense 59 CTCAGAGGGTCTCGTGAGAGG 39
Stau14K Rluc Sense 59 GCACCAACGCGGCGGTGGCCA 39
Antisense 59 TGGCCACCGCCGCGTTGGTGC 39
Stau1 RlucF1/F2 Sense NotI 59 TAGCATGCGGCCGCATGAAACTTGGAAAAAAACC 39
Antisense ClaI 59 AGAGATATCGATGCACCTCCCACACACA 39
PABP YFP Sense BamHI 59 ACAAGGATCCGCCACCATGAACCCCAGTGCCC 39
Antisense BamHI 59 TTGTGGATCCGCAACAGTTGGAACACCGGT 39
dsRBD2 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGATACCCATTTCCAG 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCCAGGATCCTCAA 39
dsRBD3 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGAAAATCTGAAATAAGT 39
Antisense XhoI 59 TATAACTCGAGGATATCAACTGCAGTGCAGG 39
dsRBD4 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGAAATCCGATTAGC 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCAAGGATCTCCAG 39
dsRBD5 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGACCCTCTGAGCAA 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCGCACCTCCCACACAC 39
TBD pLexA Sense MunI 59 TAGATATCCAATTGGCCGCCATGGGAAAACCCGCACT 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCGGCAGTTACCGTGGC 39
Stau1 pB42AD Sense XhoI 59 GATGCTCGAGATGAAACTTGGAAAAAAACC 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCGCACCTCCCACACAC 39
Arf1 Sense 59 TCAACGTGGAAACCGTGGAGTACA 39
Antisense 59 AGATCAGGCCTTGTGTGTTCTGGA 39
PAICS Sense 59 TTTGGGACCAGTGATGTCTGGGAA 39
Antisense 59 TTGAACAGCCAAGACCACTGGGTA 39
Restriction sites are underlined and shown in boldface.
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Cell culture, transfection, and BRET assay
Human embryonic kidney (HEK) 293T cells were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Invitrogen) supplemented
with 10% cosmic calf serum (HyClone). Transfections were
carried out with the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen).
BRET experiments were carried out as described (Chatel Chaix
et al. 2004, 2007). Briefly, cells were plated into 12 well plates at
120,000 cells per well. Twenty four hours later, cells were trans
fected with constant amounts of plasmids coding for Rluc tagged
fusion protein (10 ng) and increasing amounts of plasmids coding
for YFP tagged proteins (0 500 ng) as indicated. BRET assays were
performed 24 h post transfection in live cells. Cells were washed
twice with phosphate buffered saline (PBS) at room temperature
and diluted to 106 cells per mL. Coelenterazine H (NanoLight
Technology) was added to 90 mL of cells at a final concentration of
5 mM. A saturation curve can be drawn when the Rluc tagged
protein becomes saturated by YFP tagged proteins, and an optimal
BRET ratio can be calculated at saturation for a specific protein
protein interaction. Luminescence (440 500 nm) as well as total and
transmitted fluorescence (510 590 nm) emissions were measured
using a Fusion a FP apparatus (PerkinElmer). The BRET ratio was
defined as [(emission at 510 to 590 nm)  (emission at 440 to
500 nm)3 Cf]/(emission at 440 500 nm), where Cf corresponds to
(emission at 510 to 590 nm)/(emission at 440 to 500 nm) when Rluc
fused protein is expressed alone. The total YFP activity/Rluc activity
ratio reflects the relative levels of activity of the two fusion proteins
in the cells. When BRET was carried out in cell extracts, cells were
lysed in 200 mL of lysis buffer (0.1 M Tris Cl at pH 7.9, 0.5%
Nonidet P40, 1 mM DTT) and incubated for 15 min at room
temperature with or without 30 mg/mL of RNase A (Fermentas).
For BRET between Stau1 Rluc and RNA, 1 mL of SYTO 14
(Invitrogen), an RNA selective fluorescence dye used as energy
acceptor, was added to 100,000 cells or to cell extracts and was
incubated for 20 min at room temperature. Because the emission
of SYTO14 is shifted to the red compared with that of YFP, a 550
long pass filter (Chroma) was used as acceptor filter. The BRET
ratio was calculated as described before by making the ratio of the
acceptor filter over the donor filter.
Microscopy
COS 7 cells were transfected with plasmids (500 ng) coding
for different Stau1 mutants using PEI as previously described
(Guerra Crespo et al. 2003). Cells were fixed in a freshly made 4%
paraformaldehyde solution in PBS for 20 min at room temperature
and permeabilized with 0.1% Triton X 100 in PBS. Coverslips were
mounted on microscope slides using DAKO fluorescent medium
and images were taken on a Nikon TE2000U equipped with a
CoolSnap fx CCD camera, a 603 objective (Pan Apo, N.A. 1.4),
and a YFP filter cube (Chroma #41028). Images were treated in
ImageJ 1.43d. The YFP channels were gamma corrected (0.5), the
black level was subtracted (modal value), and the brightness and
contrast were set to 0.5% saturation.
Immunoprecipitation and qRT-PCR
HEK293T cells transfected with the indicated plasmids were har
vested 24 h post transfection, washed three times in ice cold PBS,
and lysed in buffer (50 mM Tris Cl at pH 7.5, 1% Triton X 100,
15 mM EGTA, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, Complete EDTA free
protease inhibitor cocktail [Roche Applied Science]) supplemented
or not with RNaseOUT RNase inhibitor (Invitrogen). Lysates were
cleared by centrifugation at 17,000g for 15 min. The supernatant was
incubated with or without 30 mg/mL RNase A for 10 min at 37°C
and then pre cleared with protein G sepharose (GE Healthcare) for
45 min at 4°C. After centrifugation, the supernatant was incubated
with goat polyclonal anti GFP antibodies for 2 h at 4°C and then
with protein G sepharose for 90 min at 4°C. Immune complexes
were washed three times with the lysis buffer and eluted from the
resin by heating for 5 min at 95°C in 23 protein loading buffer
(125 mM Tris Cl at pH 6.8, 10% glycerol, 3.3% SDS, 0.2 M DTT,
and 0.04% bromophenol blue). Proteins were analyzed by SDS
PAGE andWestern blotting using monoclonal antibodies against the
indicated proteins.
For the successive immunoprecipitation experiments, lysates
were prepared as described above except that DTT and RNase
inhibitor were omitted. The first immunoprecipitation was carried
out with anti Flag M2 affinity gel (Sigma Aldrich) and eluted with
the Flag peptide (Sigma Aldrich) as described previously (Chatel
Chaix et al. 2008). The eluate was then pre cleared with protein
G sepharose and the second immunoprecipitation was performed
with polyclonal anti GFP as described above. One third of the
immune complex was analyzed by SDS PAGE and Western blotting
and two thirds was used for qRT PRC analysis. To this end, RNA
was isolated from the immunoprecipitates using the TRIzol Reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s procedure. RNA was
resuspended in 50 mL of water and digested with DNase using the
TURBO DNA free kit (Ambion). Reverse transcription reactions
were done with 4 mL of RNA using the MuLV RT enzyme from the
GeneAmp RNA PCR kit (Applied Biosystems), according to the
manufacturer’s procedure. Specific antisense primers used to pro
duce the cDNAs were 59 AGATCAGGCCTTGTGTGTTCTGGA 39
for Arf1 and 59 TTGAACAGCCAAGACCACTGGGTA 39 for
PAICS. Resulting cDNAs were qPCR amplified using the Light
Cycler 480 SYBR Green I Master kit (Roche) and the LightCycler
480 instrument (Roche). Sense and antisense primers are described
in Table 1.
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